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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 ชานนท์ พันธาพา : กลุ่มประชากรจุลินทรีย์และกิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนในฟิล์ม

ชีวภาพของระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพ. ( Microbial communities 
and nitrogen conversion activities in biofilm of a 
rotating biological contactor) อ.ที่ปรึกษาหลัก : รศ. ดร.ตะวัน ลิมปิยากร, อ.ที่
ปรึกษาร่วม : ดร.พรินท์พิดา สนธิพันธ์ 

  
งานวิจัยนี้ศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการก าจัดไนโตรเจนและกิจกรรม

การเปลี่ยนรูปไนโตรเจนในฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด 
น้ าเข้าระบบมีค่าเฉลี่ย COD คือ 247.68 mg/l, NH3 คือ 77.30 mg/l, NO2

- คือ 0.036 mg/l และ 
NO3

-  คือ 2.70 mg/l ผลการวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในฟิล์มชีวภาพโดยเทคนิค NGS 
พบว่าจุลินทรีย์ที่เคยถูกรายงานว่ามีบทบาทเกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนในระดับจีนัสหรือแฟมีลีมี
ปริมาณร้อยละ 28 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด เช่น  Pseudomonas (10.37%), Clostridium (7.27 
% ) , Candidatus Brocadia (5.15 % ) , Nitrospira (3.21 % ) , Arcobacter (1.09 % ) , 
Nitrosomonadaceae (0.75 %) และ Desulfobulbus (0.35 %) ซึ่งผลการวิเคราะห์ NGS นี้
ค่อนข้างสอดคล้องกับผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ โดยใช้ เทคนิ ค PCR-cloning-
sequencing กล่าวคือในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชันพบเพียงกลุ่มประชากร AOB สาย
พั น ธุ์  Nitrosomonas europea ไม่ พ บกลุ่ ม ป ระช ากร  Comammox และ  AOA ส าห รั บ
กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน ไพรเมอร์ที่ใช้อาจไม่เหมาะสมท าให้ไม่พบกลุ่มประชากร NOB 
(Nitrobacter, Nitrotoga, Nitrospira) ส่ วนกระบวนการ  Anammox พบกลุ่ มป ระชากร 
Candidatus Brocadia นอกจากนี้ยังพบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ DNRA ร่วมด้วย 
จากนั้นศึกษาการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน พบว่ามีกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน การศึกษาการเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะที่มี
ออกซิเจน พบว่ามีกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน การศึกษาการ
เปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์  พบว่ามีกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่ เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการดีไนตริฟิเคชันแบบใช้ไนไตรท์เป็นตัวรับอิเล็กตรอน แต่ไม่พบกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการ Anammox ในสภาวะที่ท าการทดลองนี้และศึกษาการเปลี่ยนรูปไนเตรท
ภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล แสดงให้เห็นว่าน่าจะเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์กลุ่ม DNRA ร่วมกับ
จุลินทรีย์กลุ่ม Denitrification แบบใช้ไนเตรทเป็นตัวรับอิเล็กตรอน จะเห็นว่าระบบบ าบัดน้ าเสีย
แบบจานหมุนชีวภาพมีประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนที่หลากหลายทั้งกลุ่ม
ที่ใช้และไม่ใช้ออกซิเจน ท าให้เหมาะสมในการใช้เป็นหัวเชื้อส าหรับระบบก าจัดไนโตรเจนแบบใหม่
ต่อไป 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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Ph.D. Co-advisor: Prinpida Sonthiphand, Ph.D. 

  
           This research focused on microbial communities involved in a 

biological nitrogen removal process and nitrogen conversion activities in biofilm of 
a rotating biological contactor ( RBC) .  The first part of this study is the water 
chemistry analyses.  The results showed that average values of chemical oxygen 
demand (COD) , ammonia, nitrite, and nitrate in the influent were 247. 68 mg/ l, 
77.30 mg/l, 0.036 mg/l, and nitrate 2.70 mg/l, respectively. The second part of this 
study is the analysis of microbial community using Next-Generation Sequencing 
(NGS) .  The results revealed that the abundance of microorganisms at the genus 
and family levels involved in the nitrogen cycle accounted for 28%  of the total 
microbial abundance, including Pseudomonas ( 10. 37% ) , Clostridium ( 7.27 % ) , 
Candidatus Brocadia ( 5. 15 % ) , Nitrospira ( 3. 21 % ) , Arcobacter ( 1. 09 % ) , 
Nitrosomonadaceae (0.75 % ) and Desulfobulbus (0.35 % ) of the total microbial 
abundance.  The NGS results were in accordance with the clone library analysis. 
The cloning and sequencing results showed that, for the ammonia oxidation 
process, AOB associated with Nitrosomonas europea were found. Other microbial 
groups, comammox ( complete ammonia oxidiodizer)  and AOA, involved in this 
process showed no amplification.  NOB (Nitrobacter, Nitrotoga, Nitrospira) , driving 
the nitrite oxidation process, were not detected likely due to inappropriate primers 
used.  The clone library also revealed that Candidatus Brocadia, involved in the 
anammox process, were detected.  Microorganisms capable of driving the DNRA 
process showed a positive signal.  The last part of this study is the analysis of 
nitrogen conversion activity.  The study of ammonia conversion under aerobic 
condition indicated that microbial communities involved in the ammonia oxidation 
process were active.  The study of nitrite conversion under aerobic condition 
indicated that microbial communities involved in the nitrite oxidation process were 
active.  The study of ammonia and nitrite conversions under anaerobic condition 
indicated that microbial communities involved in the denitrification process were 
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ชื่อวิทยานิพนธ์ 
ภาษาไทย กลุ่มประชากรจุลินทรีย์และกิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนในฟิล์มชีวภาพของระบบ
บ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพ 
ภาษาอังกฤษ Microbial communities and nitrogen conversion activities in biofilm of a 
rotating biological contactor 
 
1.2 ค าส าคัญ 
วัฏจักรไนโตรเจน (Nitrogen cycle) 
จานหมุนชีวภาพ (Rotating Biological Contactor)  
ฟิล์มชีวภาพ (Biofilm) 
การบ าบัดไนโตรเจนด้วยกระบวนการชีวภาพ (Biological nitrogen removal) 
กลุ่มประชากรของจุลินทรีย์ (Microbial community) 
 
1.3 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 
 น้ าเสียโดยทั่วไปมักถูกบ าบัดเพ่ือลดปริมาณสารอินทรีย์ แต่ถูกละเลยการก าจัดธาตุอาหาร
ยกตัวอย่างเช่น ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส เมื่อน้ าทิ้งถูกบ าบัดเฉพาะสารอินทรีย์ ถูกปล่อยลงสู่แหล่ง
น้ าธรรมชาติ ธาตุอาหารโดยเฉพาะไนโตรเจนที่ตกค้างในน้ าทิ้งจะเป็นสาเหตุให้เกิดปรากฏการณ์ 
Algae Boom หรือ Eutrophication ซึ่งหมายถึงการที่พืชน้ าเเละสาหร่าย สามารถเจริญเติบโตได้
อย่างรวดเร็ว ส่งผลให้สิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ในน้ าได้รับออกซิเจนหรือแสงแดดไม่เพียงพอต่อการด ารงชีวิต 
และเมื่อพืชน้ าและสาหร่ายเหล่านี้ตายลง จะท าให้แหล่งน้ ามีควมเข้มข้นของสารอินทรีย์เพ่ิมข้ึน ส่งผล
ให้แหล่งน้ าขาดออกซิเจนอีก การที่แหล่งน้ ามีความเข้มข้นไนเตรทสูง น้ าอุปโภค บริโภคที่มาจาก
แหล่ งน้ าดั งกล่ าว  อาจท าให้ เกิด โรค  Blue Baby Syndrome โดยทางการแพทย์ เรียกว่ า 
Methemoglobinemia (Wright และคณะ, 1999) โดยทารกจะมีอาการตัวเขียวเนื่องจากไนเตรทไป
ท าให้ฮีโมโกลบินในเลือดเปลี่ยนเป็นเมทฮีโมโกลบินซึ่งจะไม่สามารถล าเลียงออกซิเจนไปเลี้ยงส่วนต่าง 
ๆ ของร่างกายได้ ดังนั้น การลดปริมาณสารประกอบไนโตรเจนในน้ าเสียก่อนปล่อยสู่แหล่งน้ าตาม
ธรรมชาติจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง  

การก าจัดไนโตรเจนในน้ าเสียโดยใช้กระบวนการทางชีวภาพเป็นวิธีที่นิยมใช้มากที่สุดเพราะ
เป็นวิธีที่สามารถก าจัดสารประกอบไนโตรเจนได้อย่างมีประสิทธิภาพ ราคาถูกและด าเนินการได้ง่าย 
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การก าจัดสารประกอบไนโตรเจนในน้ าเสียโดยกระบวนการทางชีวภาพ ท าได้โดยการเปลี่ยนรูป
สารประกอบไนโตรเจนที่ละลายอยู่ในน้ าเสียเป็นก๊าซ N2 เพ่ือปล่อยออกสูบรรยากาศ โดยอาศัย
กิจกรรมของจุลินทรีย์เฉพาะกลุ่ม โดยจุลินทรีย์ที่มีบทบาทส าคัญในการบ าบัดสารประกอบไนโตรเจน 
ได้แก่ ammonia oxidizer, nitrite oxidizer, denitrifier อีกทั้งยังมีการค้นพบจุลินทรีย์กลุ่มใหม่ ๆ  
ที่ มี บ ท บ าท ใน ก ารก าจั ด ไน โต ร เจ น อี ก ด้ ว ย  ได้ แ ก่   Anaerobic ammonium oxidation 
(Anammox), Denitrification and dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) 
และ Complete ammonia oxidation (COMAMMOX) เป็นต้น จะเห็นว่าจุลินทรีย์ดั งกล่ าว 
สามารถด ารงชีวิตได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน และในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน จึงมีความเป็นไปได้ที่จะ
น าจุลินทรีย์กลุ่มใหม่ ๆ เหล่านี้มาประยุกต์ใช้ในการเดินระบบบ าบัดน้ าเสียให้มีประสิทธิภาพในการ
ก าจัดไนโตรเจนสูงขึ้น โดยใช้ต้นทุนในการด าเนินการน้อยลงได้ ส าหรับจุลินทรีย์ต่าง ๆ นั้นสามารถ
น ามาประยุกต์ใช้กับระบบบ าบัดได้หลากหลาย เช่น ระบบตะกอนเร่ง (Activated Sludge, AS), 
ระบบคลองวนเวียน (Oxidation Ditch, OD), ระบบสระเติมอากาศ (Aerated Lagoon), ระบบยูเอ
เอสบี (Upflow Anaerobic Sludge Blanket, UASB), ระบบกรองไร้อากาศ (Anaerobic Filter, 
AF) และระบบจานหมุนชีวภาพ (Rotating Biological Contactors, RBC) เป็นต้น (Metcalf และ
คณะ, 2003) จากการศึกษาข้อมูลเพ่ิมเติมพบว่า ระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพ มีความเป็นได้ที่
จะพบความหลากหลายของกลุ่มประชากร จุลินทรีย์ที่มีบทบาทเกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนที่
มากกว่าระบบอ่ืน เพราะจุลินทรีย์ที่อาศัยยึดเกาะติดบนแผ่นจานหมุนเป็นชั้นของฟิล์มที่หนา ท าให้
ออกซิเจนไม่สามารถแพร่ผ่านทั่วทั้งแผ่นฟิล์มได้ จึงเกิดสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจนซึ่งเอ้ือต่อการพบ
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ได้มากกว่าระบบอ่ืน ๆ และยังเป็นระบบที่มีประสิทธิภาพสูงในการก าจัด
สารอินทรีย์ นอกจากนี้ระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพนั้นมีขั้นตอนการเดินระบบไม่ยุ่งยาก ดู แล
ระบบได้ง่าย ไม่ต้องมีการควบคุมการเวียนตะกอนกลับ รวมถึงใช้พลังงานในการเดินระบบน้อยกว่า
ประมาณครึ่งหนึ่งเมื่อเทียบกับระบบบ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่งธรรมดา (Williams, 2011) ทั้งนี้น้ า
เสียจากตลาดยังเป็นน้ าเสียที่มีสารอินทรีย์ในระดับปานกลาง ขณะที่มีไนโตรเจนค่อนข้างสูง ซึ่งมาจาก
กิจกรรมการปรุงอาหารและจากห้องน้ าในตัวตลาดเอง ท าให้เหมาะสมต่อการศึกษาจุลินทรีย์ที่เกียว
ข้องกับกระบวนการก าจัดไนโตรเจน 
 ด้วยเหตุผลข้างต้นงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์และศึกษาอัตราการ
เปลี่ยนรูปไนโตรเจนของจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในกระบวนการก าจัดไนโตรเจนในระบบแบบจานหมุน
ชีวภาพของตลาดสด เนื่องจากน่าจะเป็นระบบที่สามารถพบจุลินทรีย์ที่มีบทบาทส าคัญในการก าจัด
ไนโตรเจนทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน เพ่ือให้ได้องค์ความรู้พื้นฐานส าหรับพัฒนาเป็น
แนวทางใหม่ในการบ าบัดน้ าเสียที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบต่อไป และที่ส าคัญเป็นการศึกษาถึง
ความเป็นไปได้ในการใช้เผ่นฟิลม์ชีวภาพนี้มาเป็นหัวเชื้อส าหรับระบบก าจัดไนโตรเจนแบบใหม่ต่อไป 
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บทที่ 2 
วัตถุประสงค์และขอบเขตงานวิจัย 

2.1 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
2.1.1 ศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการก าจัดไนโตรเจนของระบบบ าบัดน้ าเสีย
แบบจานหมุนชีวภาพ 
2.1.2 ศึกษากิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนในฟิล์มชีวภาพ ของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุน
ชีวภาพ 
2.2 ขอบเขตของงานวิจัย  
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการ ณ ห้องปฏิบัติการภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม  
คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และห้องปฏิบัติการศูนย์ความเป็นเลิศด้านการจัดการ
สารและของเสียอันตราย (ศสอ.) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยมีการก าหนดขอบเขตของงานวิจัยดังนี้ 
2.2.1 ศึกษากระบวนการก าจัดไนโตรเจน ในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพจากตลาดสด 
2.2.2 ศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ ที่มีบทบาทในกระบวนการก าจัดไนโตรเจน ได้แก่ Complete 
ammonia oxidation ( Comammox) , Ammonia-oxidizing archaea ( AOA) , Ammonia-
oxidizing bacteria (AOB), Nitrite-oxidizing bacteria (NOB) ได้ แ ก่  Nitrobacter, Nitrotoga 
และ Nitrospira, Anaerobic ammonium oxidation (Anammox) และ Denitrification and 
dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล เช่น PCR 
การสร้างห้องสมุดยีน และการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน 16S rRNA หรือ functional gene 
2.2.3 ศึกษากิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจน โดยใช้ฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบ 
จานหมุนชีวภาพ ได้แก่ การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิก, การเปลี่ยนรูปไนไตร์ท 
ภายใต้สภาวะแอโรบิก, การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์และการเปลี่ยนรูปไนเตรท
ภายใต้สภาวะที่มีสารอินทรีย์ โดยวัดปริมาณของไนโตรเจนต่อเวลาที่เปลี่ยนไป 
2.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
 สร้างองค์ความรู้พ้ืนฐานของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ ที่มีบทบาทในกระบวนการก าจัด
ไนโตรเจนของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้ฟิล์ม
ชีวภาพจากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ มาเป็นหัวเชื้อในการพัฒนาจุลินทรีย์เฉพาะกลุ่ม
ส าหรับกระบวนการก าจัดไนโตรเจนด้วยระบบแบบใหม่ในอนาคตต่อไป 
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บทที่ 3 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

3.1 ระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพ 
3.1.1 กลไกการท างานของระบบบ าบัดน  าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ  

ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบแผ่นจานหมุนชีวภาพ (Rotating Biological Contactor; RBC) เป็น
ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบชีวภาพ มีกลไกการท างานดังนี้ น้ าเสียจะไหลผ่านตัวกลางของระบบบ าบัดที่
เป็นทรงกระบอกยาว ๆ วางจุ่มในถังบ าบัด โดยภายในตัวกลางจะมีจุลินทรีย์จ านวนมากยึดเกาะบน
แผ่นจานหมุนและหมุนช้า ๆ เมื่อพ้นน้ าจะสัมผัสกับอากาศท าให้ได้รับออกซิเจนและใช้ออกซิเจน 
ในการย่อยสลายสารหรือเปลี่ยนรูปสารอินทรีย์ในน้ าเสียให้เป็นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ น้ า และเซลล์
จุลินทรีย์ จึงถือเป็นระบบบ าบัดน้ าเสียแบบใช้ออกซิเจนเมื่อหมุนลงในน้ าจะสัมผัสน้ าเสียในถั ง
ปฏิกิริยา อีกครั้งท าให้ออกซิเจนที่เหลือผสมกับน้ าเสีย ถือเป็นการเติมออกซิเจนให้กับน้ าเสียและน า
น้ าเสียขึ้นมาบ าบัดใหม่อีกรอบหมุนเวียนสลับตลอดเป็นวัฏจักร เมื่อระยะเวลาผ่านไปปริมาณ
แผ่นฟิล์มชีวภาพหนามากขึ้นท าให้ตะกอนจุลินทรีย์บางส่วนหลุดออก เนื่องจากแรงเฉือนของการหมุน 
จึงเป็นการรักษาความหนาของแผ่นฟิล์มชีวภาพให้ค่อนข้างคงที่โดยอัตโนมัติ ทั้งนี้ตะกอนจุลินทรีย์
แขวนลอยที่ไหลออกจากถังปฏิกิริยานี้ จะไหลเข้าสู่ถังตกตะกอนเพ่ือแยกตะกอนและน้ าทิ้ง ท าให้น้ า
ทิ้งท่ีออกจากระบบนี้มีคุณภาพดีขึ้น 
 ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพเป็นระบบบ าบัดน้ าเสียรูปแบบหนึ่งของระบบบ าบัด
ขั้นที่สอง (Secondary Treatment) (กรมควบคุมมลพิษ, 2560) ลักษณะทั่วไปของระบบบ าบัดน้ า
เสียแบบจานหมุนชีวภาพ แสดงในรูปที่ 1 (Department, 2560) องค์ประกอบหลักของระบบบ าบัด
น้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ ประกอบด้วย 1) ถังตกตะกอนขั้นต้น  (Primary Sedimentation 
Tank) ท าหน้าที่ในการคัดแยกของแข็งที่มากับน้ าเสีย 2) ถังปฏิกิริยา ท าหน้าที่ในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ในน้ าเสีย และ 3) ถังตกตะกอนขั้นที่สอง (Secondary Sedimentation Tank) ท าหน้าที่
ในการตกตะกอนจุลินทรีย์ออกจากน้ าทิ้ งที่ผ่านการบ าบัดเรียบร้อยแล้ว โดยในถังปฏิกิริยา
ประกอบด้วย แผ่นจานพลาสติกจ านวนมากที่ท าจาก polyethylene (PE) หรือ high density 
polyethylene (HDPE) วางซ้อนแบบเรียงขนานกัน โดยติดตั้งฉากกับเพลาแนวนอนตรงจุดศูนย์กลาง
แผ่น ซึ่งจุลินทรีย์ที่ใช้ในการบ าบัดน้ าเสียจะยึดเกาะติดบนแผ่นจานนี้เป็นแผ่นฟิล์มบาง ๆ หนา
ประมาณ 1 - 4 มิลลิเมตร หรือสามารถเรียกระบบนี้ได้อีกอย่างว่า เป็นระบบแบบฟิล์มตรึงชีวภาพ 
(Fixed film) ทั้งนี้ชุดแผ่นจานหมุนทั้งหมดวางติดตั้งในถังคอนกรีตเสริมเหล็ก ระดับของเพลาจะอยู่
เหนือผิวน้ าเล็กน้อย ท าให้พ้ืนที่ผิวของแผ่นจานจมอยู่ในน้ าประมาณร้อยละ 35 - 40 ของพ้ืนที่แผ่น
ทั้งหมด และในการหมุนของแผ่นจานหมุนชีวภาพอาศัย ชุดมอเตอร์ขับเคลื่อนเพลาและเฟืองทดรอบ 
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เพ่ือหมุนแผ่นจานหมุนชีวภาพในอัตราประมาณ 1 - 3 รอบต่อนาที โดยมีอัตราส่วนพ้ืนที่ผิวของจาน
ต่อปริมาตรน้ าเสียประมาณ 5 ลิตรต่อตารางเมตร (Williams และ Williams, 2011) 

 
รูปที่ 1 ลักษณะทั่วไปของระบบบ าบัดน  าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ 

3.1.2 ชนิดของจุลินทรีย์และปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ใน
ระบบบ าบัดน  าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ 

ในปี 2003 Egli และคณะ (Egli และคณะ, 2003) ได้ท าการศึกษาความหลากหลายของ
จุลินทรีย์ในแผ่นฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ ที่มีแอมโมเนียมในปริมาณที่
มากกว่า 500 มิลลิกรัม แอมโมเนียมต่อลิตร แต่มีปริมาณสารอินทรีย์คาร์บอนน้อยกว่า 20 มิลลิกรัม

ต่อลิตร จากน้ าเสียของหลุมฝังกลบขยะในเมือง Ko ̈lliken ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ (รูปที่ 2) โดยใช้
เทคนิค 16s rDNA clone libraries ที่บริเวณด้านบนของแผ่นฟิล์มชีวภาพสามารถพบจุลินทรีย์
แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรียกลุ่ม Nitrosomonas europaea/eutropha และจุลินทรีย์ใน
กลุ่มไนไตร์ทออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรียจากจีนัส Nitrospira และจากการใช้เทคนิค fluorescence in 
situ hybridization (FISH) พบจุลินทรีย์แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรียประมาณ 20 - 30 % 
และพบจุลินทรีย์ในกลุ่มไนไตร์ทออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรียน้อยมากประมาณ 5 % ของแผ่นฟิล์มชีวภาพ
ทั้งหมด และที่บริเวณครึ่งด้านล่างของแผ่นฟิล์มชีวภาพจากการใช้เทคนิค 16s rDNA clone libraries 
พบแบคที เรีย ในกลุ่ มแ อนแอโรบิ ก  แอมโม เนี ยออกซิ ไดซ์ซิ งค์ ห รือ  Anammox bacteria 
(Candidatus Kuenenia stuttgartiensis) และ filamentous bacteria จากไฟลัม Bacteriodetes 
เมื่อทดสอบด้วยเทคนิค FISH จะสามารถพบ Anammox bacteria ได้ประมาณ 20 - 31 % ของ
แผ่นฟิล์มชีวภาพทั้งหมด แต่ประชากรในกลุ่ ม filamentous bacteria ซึ่งเป็นสมาชิกในไฟลัม 
Cytophaga Flavobacterium group (CFB) พบได้ประมาณ 7 % และสามารถพบได้ทั่วตลอดทั้ง
แผ่นฟิล์มดังแสดงในรูปที่ 2 
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รูปที่ 2 กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพ 

 จากภาพแผนผังแสดงประชากรจุลินทรีย์ยังแสดงให้เห็นว่าปริมาณของออกซิเจนไม่สามารถ
แทรกซึมผ่านแผ่นฟิล์มได้มากกว่าความลึกตั้งแต่ 100 - 200 ไมโครเมตรลงไป 

ในปี 2008 Lee และคณะ ได้ศึกษาระบบ Rotating biological contractor modified 
with a sequencing bath reactor system (SBRBC) โดยใช้เทคนิค FISH analysis สามารถพบ 

- and - Proteobacteria ที่สามารถก าจัดฟอสฟอรัสและ/หรือไนเตรท ที่พบในแผ่นฟิล์มชีวภาพ
ที่ความหนา 0 - 250 ไมโครเมตร และเทคนิค 16s rDNA clone libraries แสดงให้เห็นจุลินทรีย์ 
Klebsiella sp. และ Citrobacter sp. ที่ความหนาของแผ่นฟิล์มชีวภาพ 0 - 250 ไมโครเมตร
เช่นเดียวกัน แต่ในบริเวณที่มีความหนาของแผ่นฟิล์มมากกว่า 250 ไมโครเมตร จะพบจุลินทรีย์กลุ่ม 
ซัลเฟอร์ออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรีย เช่น Baggiatoa sp. และ Thiothrix sp. (Lee และคณะ, 2008) 
จากผลการศึกษาทางด้านเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลนี้ มีความสอดคล้องกับหลักฐานทางด้านสัณฐาน
วิทยาที่ศึกษาจากภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด นอกจากนี้แผ่นฟิล์มชีวภาพ
ของระบบ RBC สามารถพบจุลินทรีย์กลุ่มแอโรบิกแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรีย (ในจีนัส 
Nitrosomonas) และพบ  Anammox bacteria (ในออเดอร์  Planctomycetales; Kuenenia 
stuttgartiensis) โดยใช้กระบวนการ FISH, RT-PCR และ DGGE  
 จากการศึกษาของ Egli และ Lee ท าให้ทราบว่าฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจาน
หมุนชีวภาพนั้น สามารถพบจุลินทรีย์ได้หลากหลายกลุ่ม เช่น แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรีย, ไน
ไตร์ทออกซิไดซ์ซิงค์แบคทีเรีย และแอนแอโรบิกแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงค์ เนื่องจากแผ่นฟิล์มมีระดับ
ของออกซิเจนไม่เท่ากันตลอดทั่วทั้งแผ่นฟิล์ม ซึ่งเป็นปัจจัยหลักในการก่อให้เกิดความหลากหลาย
ดังกล่าวขึ้น 
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3.1.3 ข้อดี - ข้อเสียของระบบบ าบัดน  าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ 
 ข้อดี ปรับปรุงจาก (กรมควบคุมมลพิษ, 2560) 
1) การเริ่มเดินระบบ (Start Up) ไม่ยุ่งยาก ซึ่งใช้เวลาเพียง 1 - 2 สัปดาห์ 
2) ระบบท างานได้ค่อนข้างคงที่แม้อัตราการไหลของน้ าเสียที่ไม่ค่อยคงที่ 
3) ระบบมีการผลิตของแข็งที่น้อยกว่าเนื่องจากมี Solid Retention Time (SRT) ที่ยาวนานกว่า 
4) ตะกอนจุลินทรีย์และน้ าทิ้งสามารถแยกจากกันได้ดี 
5) การดูแลและบ ารุงรักษาง่าย ท าให้ไม่จ าเป็นต้องใช้บุคลากรที่มีความรู้ความช านาญมากนัก 
6) ไม่ต้องมีการควบคุมการเวียนตะกอนกลับ 
7) ใช้พื้นที่ในการก่อสร้างน้อย 
8) ใช้พลังงานในการเดินระบบน้อย เนื่องจากใช้พลังงานไฟฟ้าใช้ส าหรับขับเคลื่อนมอเตอร์เท่านั้น 
ส่งผลให้ค่าใช้จ่ายในการด าเนินการและบ ารุงรักษาต่ าด้วย โดยพบว่า ระบบจานหมุนชีวภาพใช้
พลังงานน้อยกว่าประมาณครึ่งหนึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับระบบบ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่งธรรมดา 
(ตารางท่ี 1) 
 
ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบค่าด าเนินการของระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพกับระบบบ าบัดแบบ

ตะกอนเร่งธรรมดา 

กระบวนการ อัตราการไหล 
Annual Elec.  

ราคา $0.1/kWh 

จานหมุนชีวภาพ  112,500 ลบ3/วัน $29,000 

ตะกอนเร่งธรรมดา 112,500 ลบ3/วัน 
$60,225 

 
(Williams และ Williams, 2011) 

 ข้อเสีย ปรับปรุงจาก (กรมควบคุมมลพิษ, 2560) 
1) ราคาเครื่องจักรอุปกรณ์ท่ีมีราคาแพง เนื่องจากต้องใช้วัสดุอย่างดีเป็นส่วนประกอบ 
2) เพลาแกนหมุนที่ต้องรับทั้งแรงอัดและแรงบิดช ารุดบ่อยครั้ง 
3) แผ่นจานหมุนชีวภาพช ารุดเสียหายง่าย หากสัมผัสรังสีอัลตร้าไวโอเลตและสารพิษเป็นเวลานาน
อย่างต่อเนื่อง 
4) ต้องมีหลังคาปกคลุมป้องกันการเจริญของสาหร่ายที่จะมาพันหรืออุดตันระบบจานหมุน 
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3.2 วัฏจักรไนโตรเจนและกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับระบบบ าบัดน  าเสีย 
 ไนโตรเจนบนโลกเกือบทั้งหมดปรากฏอยู่ในรูปของแก๊สไนโตรเจนในบรรยากาศ ซึ่งสิ่งมีชีวิต
ส่วนใหญ่ไม่สามารถน ามาใช้งานได้ จึงต้องผ่านกระบวนการเปลี่ยนให้อยู่ในรูปอื่น ๆ โดย พืช สัตว์หรือ
จุลินทรีย์ก่อน จึงจะเหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต เริ่มจากการผ่านกระบวนการตรึง
ไนโตรเจนหรือไนโตรเจนฟิกเซชัน (Nitrogen fixation) เปลี่ยนรูปไนโตรเจนแก๊ส (N2) เป็นแอมโมเนีย 
(NH3) แสดงในสีเขียว ดังแสดงในรูปที่ 3 ดัดแปลงจาก (Thamdrup, 2012) และมีกระบวนการแอม
โมนิฟิเคชันที่สามารถเปลี่ยนรูปสารประกอบอินทรีย์ไนโตรเจน (Norg) ไปอยู่ในรูปของอนินทรีย์ เช่น 
แอมโมเนีย แสดงในสีเทา จากนั้นจะผ่านกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน (Ammonia oxidation) 
เปลี่ยนแอมโมเนียเป็นไนไตรท์ (NO2

-) แสดงในสีเทา กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน (Nitrite 
oxidation) เปลี่ยนไนไตรท์เป็นไนเตรท (NO3

-) แสดงในสีเทา โดยกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน
เมื่ อรวมกับกระบวนการไนไตรท์ออกซิ เดชันจะเรียกรวมกันว่ากระบวนการไนตริ ฟิ เคชัน 
(Nitrification) จากนั้นจะเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน (Denitrification) เปลี่ยนไนเตรทเป็นไน
ไตรท์ แก๊สไนตริกออกไซด์ (NO) แก๊สไนตรัสออกไซด์ (N2O) และเป็นไนโตรเจนแก๊สอีกรอบ หมุนวน
เป็นวัฏจักรแสดงในสีเทาเช่นเดียวกัน แต่อย่างไรก็ตาม นอกจากกระบวนการดังกล่าวแล้ว ยังมีอีก
ห ล าย ก ระบ วน ก ารที่ น่ า ส น ใจ  นั่ น คื อ  ก ระบ วน ก าร  Complete ammonia oxidation 
(Comammox) แสดงในสีม่วง ที่สามารถเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชันได้อย่างสมบูรณ์เปลี่ยน
แอมโมเนียให้เป็นไนเตรท, กระบวนการ Nitrite-dependent methane oxidation (N-damo) 
แสดงในสีน้ าเงิน ที่สามารถเปลี่ยนไนไตรท์เป็นไนโตรเจนแก๊สโดยใช้มีเทนเป็นตัวให้อิเล็กตรอนและ
เปลี่ยนเป็นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์, กระบวนการ Anaerobic ammonia oxidation (Anammox) 
แสดงในสีชมพู ที่สามารถเปลี่ยนแก๊สแอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไอออนและไนไตรท์เป็นไนโตรเจน
แก๊สได้ และกระบวนการ Dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) แสดงในสี
แดง ที่สามารถเปลี่ยนไนเตรทเป็นแก๊สแอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไอออนได้  
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รูปที่ 3 วัฏจักรไนโตรเจน 

3.2.1 กระบวนการตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixation) 
กระบวนการตรงไนโตรเจน คือ กระบวนการเปลี่ยนรูปแก๊สไนโตรเจนในอากาศให้กลายเป็น

แก๊สแอมโมเนีย ดังสมการ 

N2 +  6H+ + 6e-  2NH3 

 โดยกระบวนการนี้สามารถเกิดขึ้นได้จาก free living bacteria เช่น Azotobacter หรือ 
symbiotic bacteria เช่น  Rhizobium ในปมรากพืชตระกูลถั่ว ซึ่งกระบวนการนี้ ไม่ ได้มีส่วน
เกี่ยวข้องในขั้นตอนของการบ าบัดน้ าเสีย ดังรูปที่ 3 โดยแสดงในสีเขียว 
 

3.2.2 กระบวนการแอมโมนิฟิเคชัน (Ammonification) 
กระบวนการแอมโมนิฟิเคชัน คือ กระบวนการที่เปลี่ยนรูปสารประกอบ อินทรีย์ไนโตรเจนไป

อยู่ในรูปของอนินทรีย์ เช่น แอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไอออน ดังสมการ 

organic-N    NH3 or NH4
+ 

โดยการที่จะเปลี่ยนรูปเป็นแอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไอออน ขึ้นอยู่กับค่า pH ในน้ า ถ้า pH 
ในน้ าสูงขึ้น จะท าให้แอมโมเนียมไออนเปลี่ยนเป็นแอมโมเนีย ดังสมการ 

(pH สูง) NH3 + H+  NH4
+ (pH ต่ า) 

แบคทีเรียที่มีบทบาทในขั้นตอนนี้ ส่วนใหญ่เป็นจุลินทรีย์พวกเฮเทอโรโทรป (Heterotroph) 
โดยกระบวนการดังกล่าว สามารถเกิดขึ้นได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน  โดย 
กระบวนการนี้นับว่ามีความส าคัญต่อระบบบ าบัดน้ าเสียที่มีการบ าบัดไนโตรเจน เพราะสารอินทรีย์

https://en.wikipedia.org/wiki/Azotobacter
https://en.wikipedia.org/wiki/Rhizobium
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ไนโตรเจน ไม่ใช่เป้าหมายในการออกซิเดชันของแบคทีเรียกลุ่มไนตริฟายอิง เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้
จะสามารถออกซิไดซ์ไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไอออนไปเป็นไนเตรทนั้น หลังจาก
ผ่านขั้นตอนนี้แล้ว ดังรูปที่ 3 โดยแสดงในสีเทา 

 
3.2.3 กระบวนการไนตริฟิเคชัน (Nitrification) 

กระบวนการไนตริฟิเคชันเป็นกระบวนการออกซิเดชัน เพ่ือเปลี่ยนสารประกอบไนโตรเจนที่
อยู่ในรูปของแอมโมเนียให้กลายเป็นไนเตรท โดยมีสารประกอบอนินทรีย์เป็นตัวให้อิเล็กตรอน 
(electron donor) คือ แอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไอออน ปฏิกิริยานี้เกิดจากจุลินทรีย์กลุ่มไนตริ
ฟายอิง (Nitrifying bacteria) โดยประกอบด้วย 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกคือ ขั้นตอนแอมโมเนีย
ออกซิเดชัน (Ammonia oxidation) จะเปลี่ยนแอมโมเนียให้อยู่ในรูปไนไตรท์ ส่วนขั้นตอนที่สอง คือ 
ขั้นตอนไนไตรท์ออกซิเดชัน (Nitrite oxidation) เปลี่ยนไนไตรท์ให้เป็นไนเตรท ดังรูปที่ 3 โดยแสดง
ในสีเทา ดังสมการ (Fernando และ Kalpage, 2015) 

NH4
+ +1.83O2 +1.98HCO3

-  0.021C5H702N +0.98NO3
- +1.04H2O +1.88H2CO3

- 

 
 3.2.3.1 แอมโมเนียออกซิเดชัน (Ammonia oxidation) 

 กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน เป็นกระบวนการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไน
ไตรท์ ที่อาศัยการท างานของแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย (Ammonia oxidizing bacteria, 
AOB) ซึ่งเป็นแบคทีเรียในกลุ่มเคโมลิโทออโตโทรป (Chemolithoautotrophs) โดยมีแอมโมเนียเป็น
ตัวให้อิเล็กตรอน (electron donor) ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) และ 
มีคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งของคาร์บอน (carbon source) โดยมีจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้อง เช่น 
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosolobus, Nitrosospira แ ล ะ  Nitrosovibrio น อก จ าก
แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรียแล้วในปี 2004 Venter และคณะ ยังได้มีการค้นพบแอมโมเนีย
ออกซิ ไดซ์ซิ งอาร์ เคี ย  (Ammonia oxidizing archaea, AOA) จาก  amoA gene จุ ลิ นทรีย์ ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการ เช่น Nitrosopumilus maritimus และ Cenarchaeum symbiosum ที่
สามารถออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรท์ได้เช่นเดียวกัน ดังสมการ 

NH3 + 1:5O2     NO2
- + H2O + 2H+ 

 

และขั้นตอนการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรท์อาศัยเอนไซม์ 2 ชนิด คือ แอมโมเนีย
อ อ ก ซิ จิ เน ส  (Ammonia monooxygenase, AMO) แ ล ะ ไฮ ด ร อ ก ซิ ล า มี น อ อ ก ซิ จี เน ส 
(Hydroxylamine oxidoreductase, HAO) รายละเอียดดังสมการ 
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NH3 + O2 + 2H+        AMO NH2OH + H2O 
NH2OH + H2O   HAO  NO2

- + 2H+ 
 

 3.2.3.2 ไนไตรท์ออกซิเดชัน (Nitrite oxidation)  
 กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน เป็นกระบวนการออกซิไดซ์ไนไตรท์ไปเป็นไนเตรท

ที่อาศัยการท างานของไนไตรท์ออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย (Nitrite oxidizing bacteria, NOB) ซึ่งเป็น
แบคทีเรียในกลุ่มเคโมลิโทออโตโทรป (Chemolithoautotrophs) โดยมีไนไตรท์เป็นตัวให้อิเล็กตรอน 
(electron donor) ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) และคาร์บอนไดออกไซต์
เป็นแหล่งของคาร์บอน (carbon source) โดยมีจุลินทรีย์ที่ เกี่ยวข้องกับกระบวนการ เช่น 
Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospina, Nitrospira และ Nitrotoga และขั้นตอนนี้อาศัยเอนไซม์ 

ไนไตรท์ออกซิ โดรีดัก เทส (Nitrite oxidoreductase, NXR) ซึ่ งมี  2 หน่อยย่อย คือ nxrA (α 

subunit) และ nxrB (β subunit) ดังสมการ (Navı́o และคณะ, 1998) 
  NO2

- + H2O        NO3
- + 2H+ + 2e- 

O2 + 4H+ + 4e-       2H2O 
 สมการรวม 

2NO2
- + O2      NXR     2NO3

-  
 

3.2.4 กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน (Denitrification) 
กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน เป็นกระบวนการเปลี่ยนไนเตรทให้เป็นก๊าซไนโตรเจน โดยเกิดข้ึน

ที่สภาวะที่ไม่มีออกซิเจนแต่สามารถน าออกซิเจนจากแหล่งอ่ืนมาใช้ คือ ไนเตรท ไนไตรท์หรือ
แม้กระทั่งซัลเฟตโดยอาศัยจุลินทรีย์ชนิดดีไนตริฟายอิง (Denitrifying bacteria) โดยมีไนเตรทจะเป็น
ตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) มีสารอินทรีย์คาร์บอนเป็นตัวให้อิ เล็กตรอน (electron 
donor) ซึ่งสารอินทรีย์คาร์บอนอาจเป็น ซีโอดี บีโอดี ที่มีอยู่ในน ้าเสียหรือเป็นสารเคมีที่เติมลงไปก็ได้ 
เช่น เมธานอล กลูโคส และเอทานอล ดังรูปที่  3 โดยแสดงในสีเทา จุลินทรีย์ที่ เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการ เช่น Pseudomonas, Clostridium, Bacillus และ Alcaligines โดยแบ่งเป็นทั้งหมด 
4 ขั้นตอน คือ ไนเตรทรีดักชัน ไนไตรท์รีดักชัน ไนตริกออกไซด์รีดักชันและไนตรัสออกไซด์รีดักชัน 
เริ่มแรกท าการเปลี่ยนไนเตรทให้เป็นไนไตรท์และเปลี่ยนเป็นไนตริกออกไซด์ ไนตรัสออกไซด์และก๊าซ
ไนโตรเจนปล่อยสู่บรรยากาศ โดยอาศัยการท างาน ของเอนไซม์  ไนเตรทรีดักเทส (Nitrate 
reductase, NAR), ไนไตรท์รีดักเทส (Nitrite reductase, NIR), ไนตริสออกไซด์รีดักเทส (Nitric 
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oxide reductase, NOR) และ  ไนตรั สออกไซด์ รี ดั ก เทส  (Nitrous oxide reductase, NOS) 
ตามล าดับ ดังสมการ 

NO3
-  nar NO2

- nir NO 
nor

 N2O nos N2 

โดยมีสมการสร้างเซลล์โดยใช้เมทานอลเป็นตัวให้อิเล็กตรอนกับใช้ไนไตรทเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอน ดังสมการ (Rittmann และ McCarty, 2012)  

0.1667CH3OH + 0.1561NO3
- + 0.1561H+  

  0.00954C5H7O2N + 0.0733N2 + 0.3781 H2O + 0.119 CO2 
และสมการสร้างเซลล์โดยใช้เมทานอลเป็นตัวให้อิเล็กตรอนกับใช้ไนเตรทเป็นตัวรับอิเล็กตรอน  ดัง
สมการ (Rittmann และ McCarty, 2012) 

 
1

6
 CH3OH + 

1

6
 H2O   

1

6
 CO2 + H+ + e- 

 
1

3
 NO2

- + 
4

3
 H+ + e-   

1

3
 N2 + 

2

3
 H2O  

 

 
1

26
 NO2

- + 
5

26
 CO2 + 

27

26
 H+ + e-     

1

26
 C5H7O2N + 

10

26
 H2O 

สมการรวม 
0.3333CH3OH + 0.3717H+ + 0.3717NO2

-       
0.718H2O + 0.0384C5H7O2N + 0.141 CO2 + 0.3333N2 

 
3.2.5 กระบวนการ Complete ammonia oxidation (Comammox) 

กระบวนการ Comammox เป็นกระบวนการเปลี่ยน แก๊สแอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไออน
ให้เป็นไนเตรท โดยใช้จุลินทรีย์ใน genus Nitrospira (van Kessel และคณะ, 2015) ซึ่งถือเป็น
กระบวนการไนตริฟิเคชันแบบสมบูรณ์ โดยเพ่ิงมีการค้นพบครั้งแรกโดย van Kessel และคณะ ในปี 
2015  ดังรูปที่ 3 โดยแสดงในสีม่วง โดยมีแอมโมเนียเป็นตัวให้อิเล็กตรอน (Electron donor) และมี
คาร์บอนไดออกไซด์หรือไบคาร์บอเนตเป็นแหล่งของคาร์บอน (Carbon source) ซึ่งอาศัยการท างาน
ร่วมกันของเอนไซม์ ไนไตรท์ออกซิโดรีดักเทส (Nitrite oxidoreductase, NXR), แอมโมเนียโมโน
อ อ ก ซิ จี เน ส  (ammonia monooxygenase, AMO) แ ล ะ ไฮ ด ร อ ก ซิ ล า มี น อ อ ก ซิ จี เน ส 
(Hydroxylamine oxidoreductase, HAO) ดังสมการ  

NH4
+ + 1.5O2      AMO HAO,    NO2 + H2O + 2H  

NO2
− + 0.5O2        NXR   NO3

− 
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สมการรวม  

NH4
+ + 2O2    NO3

− + H2O + 2H+ 
 

3.2.6 กระบวนการ Anaerobic ammonia oxidation (Anammox) 
กระบวนการ Anammox เป็นกระบวนการเปลี่ยนแก๊สแอมโมเนียหรือแอมโมเนียมไอออน

กับไนไตรท์หรือไนเตรท ให้กลายเป็นแก๊สไนโตรเจนได้โดยตรง โดยอาศัยการท างานของไฟลัม
Planctomycetes ซึ่งเป็นแบคทีเรียในกลุ่มลิโทโทรป (lithotroph) ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจน 
โดยมีแอมโมเนียเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) ไนไตรท์ เป็นตัวให้ อิเล็กตรอน 
(electron donor) และใช้ไบคาร์บอเนต (bicarbonate) เป็นแหล่งของคาร์บอน (carbon source)  
ในการสร้างเซลล์  ดั งรูปที่  3 โดยแสดงในสีชมพู  ดั งสมการออกซิ เดชันแบบไร้ออกซิ เจน 
ของกระบวนการ Anammox (Strous และคณะ, 1998) 
 NH

4
+ + 1.32NO

2
- + 0.066HCO

3
- + 0.13H+   

     1.02N
2 + 0.26NO

3
- + 2.03H

2
O + 0.066CH

2
O

0.5
N

0.15  

และอาศัยการท างานของเอนไซม์แมมเบรนบราวด์ไนเตรทรีดักเทส (membrane bound 
nitrate reductase, MNAR), ไนไตรท์รีดักเทส (Nitrite reductase, NIR) และไฮดราซีนออกไซด์ 
(Hydrazine oxidase, HZO) ดังสมการ (Kartal และคณะ, 2011) 

 
     NH

4
+      

  

 N2     hzo   N2H4                       hydrazine synthase
 

     NO Nir NO2
- Nar NO

3
- 

  
3.2.7 กระบวนการ Dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) 

ก ร ะ บ ว น ก า ร  Dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA)  เ ป็ น
กระบวนการเปลี่ยนไนเตรทให้เป็นแอมโมเนีย ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจน โดยมีไนเตรทเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอน (electron acceptor) และซัลไฟด์หรือสารอินทรีย์คาร์บอนตัวอ่ืน ๆ เป็นตัวให้
อิเล็กตรอน (electron donor) จัดเป็นกลุ่มเคโมลิโทออโตโทรปิก (Chemolithotrophic bacteria) 
โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ พอริพลาสมิกไนเตรทรีดักเทสคอมแพล็กซ์ (periplasmic nitrate 
reductase complex, NapAB) ในการเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตรท์, ไซโทพลาสมิกเอ็นเอดีเอชดีเพ
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นเดนท์ไนไตรท์รีดักเทส (cytoplasmic NADH dependent nitrite reductase, NirB) หรือเพน
ตะฮีมไซโตโครมซี ไนไตรท์ รีดัก เทส (pentaheme cytochrome C nitrite reductase, NrfA) 
เปลี่ยนไนไตรท์เป็นแอมโมเนียมไอออน ดังสมการ 

NO3
-   NapAB NO2

- NirB or NrfA  NH
4
+ 

โดยมีจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้อง เช่น Desulfovibrio desulfuricans, Wolinella succinogenes 
และ Vibrio fischeri 
 
3.3 จุลินทรียท์ที่เกี่ยวข้องในการก าจัดไนโตรเจนในระบบบ าบัดน  าเสีย 

3.3.1 Comammox (Complete ammonia oxidiodizer) 
 ข้อมูลทั่วไป 
 Complete ammonia oxidiodizer เป็นแบคที เรียใน genus Nitrospira ซึ่ งถือเป็นตัว 
ที่สามารถท าให้เกิดกระบวนการไนตริฟิเคชันแบบสมบูรณ์ได้ (สมการที่ 3) คือ มีการเกิดแอมโมเนีย
ออกซิเดชัน (สมการที่ 1) เปลี่ยนแอมโมเนียเป็นไนไตรท์ และไนไตรท์ออกซิเดชัน (สมการที่ 2) 
เปลี่ยนไนไตรท์เป็นไนเตรทต่อเนื่องกัน โดยมีแอมโมเนียเป็นตัวให้อิเล็กตรอน (Electron donor) 
แ ล ะ 
มีคาร์บอนไดออกไซด์หรือไบคาร์บอเนตเป็นแหล่งของคาร์บอน (carbon source) ซึ่งเพ่ิงมีการค้นพบ
ครั้งแรกโดย Van Kessel และคณะ ในปี 2015 โดยมีสมการการท างานดังนี้  

  NH4
+ + 1.5O    NO2 + H2O + 2H   (1) 

  NO2
− + 0.5O2      NO3

−    (2) 

  NH4
+ + 2O2     NO3

− + H2O + 2H+  (3) 

โดยอาศัยการท างานร่วมกันของเอนไซม์  แอมโมเนียโมโนออกซิจี เนส ( ammonia 
monooxygenase, AMO), ไฮดรอกซิลามีนออกซิจีเนส (Hydroxylamine oxidoreductase, HAO) 
และไนไตรท์ออกซิโดรีดักเทส (Nitrite oxidoreductase, NXR) ดังสมการ 
    NH4

+ + 1.5O2     AMO HAO,    NO2 +  H2O +  2H  

    NO2
− + 0.5O2      NXR   NO3

− 

 ประเภทของแบคทีเรีย 
Comammox ส า ม า ร ถ ต ร ว จ วั ด ไ ด้ จ า ก ทั้ ง  16S rRNA แ ล ะ  ยี น  ammonia 

monooxygenase (amoA, amoB และ amoC) กั บ  Hydroxylamine oxidoreductase, hao 
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(Pinto และคณะ, 2015) จากการทดลองของ Daims และคณะในปี 2015 ได้จัดแบคทีเรียไว้ใน 
Candidatus Nitrospira inopinata และเมื่อเปรียบเทียบ โดยใช้ 16S ribosomal RNA กับ สมาชิก
ในจีนัส Nitrospira พบว่า Ca N. inopinata แสดงในสีเขียว เป็นสมาชิกของ Nitrospira lineage II 
ส่วนแสดงในสีฟ้า จะเป็นสมาชิก Nitrospira strains อ่ืน ที่ไม่ทราบว่ามีการใช้แอมโมเนียเป็นแหล่ง
ของพลังงานหรือไม่ ซึ่ งทั้ งหมดพิจารณาจาก 95 taxa และ 1,543 ต าแหน่งของการจัดวาง 
nucleotide sequence ดังรูปที่ 4 (Daims และคณะ, 2015) 

 

 
 

รูปที่ 4 สายวิวัฒนาการของ Candidatus Nitrospira inopinata 

แหล่งที่พบแบคทีเรีย 
 Comammox สามารถพบได้ทั่วไปในดินบริเวณพ้ืนที่ เกษตรกรรม เช่น นาข้าวและป่า  
ในสิ่งแวดล้อมที่เป็นแหล่งน้ าจืด เช่น พ้ืนที่ชุมน้ า, ตะกอนปากแม่น้ า, ชั้นหินใต้ดินที่ อุ้มน้ า และ
ตะกอนของทะเลสาบ รวมถึงระบบในทางวิศกรรม เช่น ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบแอคติ เวตเตดสลัดจ์ 
และ ระบบบ าบัดน้ าดื่ม จากการตรวจสอบโดยใช้ amoA sequences (Daims และคณะ, 2015) 
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 สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 
 Comammox สามารถเจริญ เติบ โตได้ที่  pH ระหว่าง 6.99 – 8.2 อุณหภูมิ ระหว่าง  
23 - 50 oC (Daims และคณะ, 2015, van Kessel และคณะ, 2015) และการทดลองของ Kessel ที่
ให้ NH4

+, NO2
-, NO3

- เริ่มต้นที่ 0 -75 µM, 0 – 29 µM และ 300 -1848 µM ตามล าดับ 
 

3.3.2 AOB (Ammonia oxidizing bacteria) 
ข้อมูลทั่วไป 
Ammonia oxidizing bacteria เป็นแบคทีเรียที่สามมารถการออกซิไดซ์แอมโมเนียให้

กลายเป็นไนไตรท์ในกระบวนการ nitrification เช่นเดียวกับ Ammonia oxidizing archaea โดย 
ใช้คาร์บอนไดออกไซด์หรือไบคาร์บอเนตเป็นแหล่งของคาร์บอน (Carbon source) และใช้ออกซิเจน
เป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) โดยมีแอมโมเนียเป็นตัวให้อิเล็กตรอน (electron 
donor) (Koops และคณะ, 2006) ดังสมการ 

NH3 + 1:5O2     NO2
- + H2O + 2H+ 

และอาศัยเอนไซม์ 2 ชนิด คือ แอมโมเนียออกซิจิเนส (Ammonia monooxygenase, 
AMO) และไฮดรอกซิลามีนออกซิจีเนส (Hydroxylamine oxidoreductase, HAO) รายละเอียดดัง
สมการ 

NH3 + O2 + 2H+        AMO NH2OH + H2O 
NH2OH + H2O    HAO  NO2

- + 2H+ 
ประเภทของแบคทีเรีย 
จากการเปรียบเทียบล าดับเบสบน 16S rRNA gene และเปรียบเทียบล าดับ Ammonia 

monooxygenase, amoA gene โ ด ย เป็ น ยี น ที่ ค ว บ คุ ม ก า ร ส ร้ า ง เอ น ไซ ม์  Ammonia 
monooxygenase ที่มีความส าคัญในการย่อยสลายแอมโมเนีย พบว่า สามารถแบ่ง Ammonia 
oxidizing bacteria ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ตามการทดลองของ Koops และคณะ ในปี ค.ศ. 2006 
ดังนี้  

1.  ก ลุ่ ม  Gamma-proteobacteria ซึ่ ง ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Genus Nitrosococus 
(Nitrosococus oceani และ Nitrosococus halophilus) ซึ่งทั้งสองชนิดนี้มีลักษณะทางกายภาพ
เหมือนกันต่างกันที่ความทนต่อเกลือและความทนต่อแอมโมเนียที่แตกต่างกัน  

2. กลุ่ม Beta-proteobacteria ซึ่งประกอบด้วยกลุ่ม Nitrosospira lineage (Genus 
Nitrosospira, Genus Nitrosovibrio, Genus Nitrosolobus) และกลุ่มของ Nitrosomonas 
Group (Nitrosomonas europaea/Nc.Mobilis lineage, Nitrosomonas communis lineage, 
Nitrosomonas marina lineage, Nitrosomonas oligotropha lineage, Nitrosomonas 
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cryotolerans lineage และ Nitrosomonas sp. Nm 143 lineage)ดังรูปที ่ 5(Koops และคณะ, 
2006) 

 
รูปที่ 5 สายวิวัฒนาการของ betaproteobacterial AOB โดยใช้ 16S rRNA-based 
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แหล่งที่พบแบคทีเรีย 
AOB ในแต่ละสปีชีส์นั้น สามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อมต่างๆที่หลากหลาย เช่น ในระบบบ าบัด

น้ าเสีย, น้ าทะเล, น้ าจืด, ดิน, ดินตะกอนเขตชายฝั่งทะเลและบริเวณปากแม่น้ า เป็นต้น ซึ่งแต่ละแห่ง 
จะมีสัดส่วนในการค้นพบแต่ละสปีชีส์แตกต่างกัน ดังรูปที่ 6 (Koops และคณะ, 2006) 

 
รูปที่ 6 รูปแบบการกระจายตัวของ AOB โดยใช้ 16S rRNA gene 

สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 
 AOB สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่  pH ประมาณ 7.4 (Koops และคณะ, 2006), อุณหภูมิ 
ระหว่าง 20 - 30 oC, DO ไม่ต่ ากว่า 2 mg/L และยังพบว่าแอมโมเนียอิสระที่ความเข้มข้นสูงจะยับยั้ง
การเจริญเติบโตของ AOB อีกด้วย (ธนสิตา โชติอนนต์, 2556) 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 19 

3.3.3 AOA (Ammonia oxidizing archaea) 
ข้อมูลทั่วไป 
Ammonia oxidizing archaea เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไป ไม่เฉพาะ

ในสิ่งแวดล้อมที่รุนแรง และเป็นจุลินทรีย์ที่มีบทบาทส าคัญมากกลุ่มหนึ่ง ในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย
ให้ ก ล าย เป็ น ไน ไต รท์ ได้  เช่ น เดี ย วกั บ  Ammonia oxidizing bacteria โด ยมี แ อม โม เนี ย 
เป็นตัวให้อิเล็กตรอน (electron donor) มีออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) 
และมีคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งของคาร์บอน (carbon source) ดังสมการ 

NH3 + 1:5O2   AMO      NO2
- + H2O + 2H+ 

โด ย อ าศั ย ก า รท า ง าน ข อ ง เอ น ไซ ม์  คื อ  แ อ ม โม เนี ย อ อ ก ซิ จิ เน ส  ( Ammonia 
monooxygenase, amoA) ซึ่งมีการค้นพบครั้งแรกโดย Venter และคณะ ในปี 2004 ในน้ าทะเล
จากการศึกษายีน amoA ต่อมาจึงมีการคัดแยก Nitrosopumilus maritimus ออกจากน้ าทะลโดย 
Könneke และคณะในปี 2005 และแยก Nitrososphaera viennensis ออกจากดินได้โดย Tourna 
และคณะ ในปี 2011 

ประเภทของจุลินทรีย์ 
จากการเปรียบเทียบล าดับเบสบน 16S rRNA gene สามารถแบ่งจุลินทรีย์กลุ่มอาร์เคียออกได้เป็น 2 
กลุ่ม คือ Euryarchaeota และ Crenarchaeota ต่อมาได้มีการศึกษาเพ่ิมเติมพบ Korarchaeota 
(Barns และคณะ, 1996) และ Nanoarchaeota (Huber และคณะ, 2002)จากรายงานของ Spang 
และคณะ ในปี 2010 ได้มีการจัดกลุ่มใหม่ โดยแบ่งเป็นทั้ งหมด 4 กลุ่ม คือ Euryarchaeota, 
Korarchaeota, Crenarchaeota และ Thaumarchaeota ดังรูปที่  7 (Spang และคณะ, 2010) 
โดย Ammonia oxidizing archaea จัดอยู่ในไฟลัม Thaumarchaeota 
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รูปที่ 7 สายวิวัฒนาการของ Archaea จ าแนกกลุ่มโดยใช้ 16S rRNA gene 

แหล่งที่พบแบคทีเรีย  
AOA สามารถพบได้ตามสิ่งแวดล้อมที่แตกต่างกัน เช่น ในทะเลและในดิน โดยสามารถ

เจริญเติบโตได้ในที่อุณหภูมิสูงกว่า 74 องศาเซลเซียส (Nitrosocaldus yellowstonii) ที่ pH ต่ ากว่า 
4 (Nitrosotalea devanaterra) หรือที่ที่อุณหภูมิสูงถึง 97 องศาเซลเซียส ที่บริเวณน้ าพุร้อน และ
บริเวณที่ที่  pH ต่ ากว่า 2.5 จะสามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ (Stahl และ de la Torre, 2012)รวมถึง 
Nitrososphaera viennenis ที่พบว่าสามารถเจริญได้ในบริเวณที่มีความเข้มข้นแอมโมเนียสูงและ
เจริญเติบโตร่วมกับ AOB กลุ่ม Olitrophic bacteria ammonia oxidizers (Tourna และคณะ, 
2011) และจากการรายงานของ (Park และคณะ, 2006) ท าให้ทราบว่าสามารถพบ AOA ได้ที่ระบบ
บ าบัดน้ าเสียแบบแอตติเวตเตดสลัดจ์ด้วย 
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สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 
 AOA สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ pH ระหว่าง 7.5 – 8.2, อุณหภูมิระหว่าง 25 - 30 oC 
(Martens-Habbena และคณะ, 2009, Park และคณะ, 2010)  

3.3.4 NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrobacter) 
ข้อมูลทั่วไป 
Nitrobacter เป็นแบคที เรียแกรมลบ ในกลุ่ม Chemoautotrophic Nitrite oxidizing 

bacteria ที่สามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์ให้กลายเป็นไนเตรท โดยมีไนไตรท์เป็นตัวให้อิเล็กตรอน 
(electron donor) ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) และคาร์บอนไดออกไซต์
เป็นแหล่งของคาร์บอน (carbon source) โดยอาศัยเอนไซม์ไนไตรท์ออกซิโดรีดักเทส (Nitrite 
oxidoreductase, NXR) ดังสมการ 

NO2
- + H2O  NXR     NO3

- + 2H+  
โดย Nitrobacter สามารถเติบโตได้ดีที่ pH 7.3- 7.5 จะตายถ้าอุณหภูมิมากกว่า 49 องศา

เซลเซียสและต่ ากว่า 0 องศาเซสเซียส 
ประเภทของแบคทีเรีย 
เมื่อแบ่งตามสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic group) จะจัด Nitrobacter อยู่ในกลุ่มของ  

-Proteobacteria โดยใช้ การจั ดล าดั บ เบส  16S rRNA สามารถแบ่ งได้ ดั งนี้  Nitrobacter 
winogradskyi, Nitrobacter alkalicus, Nitrobacter vulgaris แ ล ะ  Nitrobacter 
hamburgensis (Vanpary และคณะ, 2007) ดังรูปที่ 8 (Vanparys และคณะ, 2007)  
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รูปที่ 8 สายวิวัฒนาการของ Nitrobacter โดยใช้ 16S rRNA gene 
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แหล่งที่พบแบคทีเรีย 
สามารถพบได้ทั้งในดิน น้ าจืดและแหล่งน้ าเค็ม และจากการศึกษาของ Huang และคณะในปี 

2010 ที่ได้ท าการศึกษาในถังเติมอากาศของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบแอตติเวตเตดสลัดจ์  สามารถพบ 
Nitrobacter ที่ความเข้มข้นเฉลี่ย 1.87 ± 1.78 × 1012 เซลล์/ลิตร ซึ่งคิดเป็น 24% ± 18% ของ 
NOB ทั้งหมด 

สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 
 Nitrobacter สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ pH ระหว่าง 7.3 – 7.5, อุณหภูมิระหว่าง 30 - 45 
oC  (Huang และคณะ, 2010, Vanparys และคณะ, 2007) 

 
3.3.5 NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrotoga)  

ข้อมูลทั่วไป 
Nitrotoga เป็นแบคทีเรียแกรมลบในกลุ่ม Betaproteobacterium พบครั้งแรกในดินของ

บริเวณที่มี อุณหภูมิต่ าโดย Alawi และคณะ ในปี 2007 และให้ชื่อว่า Candidatus Nitrotoga 
arctica ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่สามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์ให้กลายเป็นไนเตรท โดยมีไนไตรท์เป็นตัวให้
อิเล็กตรอน (electron donor) ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) และคาร์บอน
ไดออกไซต์เป็นแหล่งของคาร์บอน (Carbon source) โดยอาศัยเอนไซม์ไนไตรท์ออกซิโดรีดักเทส 
(Nitrite oxidoreductase, NXR) ดังสมการ 

NO2
- + H2O  NXR     NO3

- + 2H+  
Nitrotoga สามารถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิระหว่าง 4 - 22 องศาเซลเซียส โดยเหมาะสมที่  

10 องศาเซลเซียสและสามารถมีการเจริญได้ที่ความเข้มข้นไนไตร์ทต่ า (0.3 มิลลิโมลต่อลิตร) ทน
สูงสุดที่ 1.2 มิลลิโมลต่อลิตร (Alawi และคณะ, 2007) 

ประเภทของแบคทีเรีย 
Candidatus Nitrotoga arctica จัดอยู่ ในจีนัส Nitrotoga วงศ์  Gallionellaceae และ

อันดับ Gallionellales โดยเป็นกลุ่มของ Beta-proteobacteria ซึ่งในวงศ์ Gallionellaceae นี้ยังมี 
iron-oxidizing (Gallionella) และ Sideroxydans ด้วย และจากการทดลองของ Lucker และคณะ
ในปี 2015 โดยใช้ 16S rRNA ที่มีความสัมพันธ์กับ Nitrotoga arctica strain 6680 ได้ผลดังรูปที่ 9 
(Lücker และคณะ, 2015) 
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รูปที่ 9 สายวิวัฒนาการของ จีนัส Nitrotoga และสมาชิกในวงศ์ Gallionellacea 

แหล่งที่พบแบคทีเรีย 
สามารถพบได้ทั้งในระบบบ าบัดน้ าเสีย, ระบบบ าบัดน้ าดื่ม, ดิน, น้ าใต้ดิน, ทะเลสาบ, แม่น้ า, 

น้ าทะเลรวมถึงตะกอนจากน้ าทะเลอีกด้วย (Alawi และคณะ, 2007) 
สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 

 Nitrotoga สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 7 – 36 oC (Lücker และคณะ, 2015) แต่
อย่างไรก็ตาม จากการทดลองพบว่า Nitrobacter จะสามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่า NOB สายพันธุ์อ่ืน
ที่อุณหภูมิต่ า 

3.3.6 NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrospira)  
ข้อมูลทั่วไป 
Nitrospira เป็นแบคที เรียแกรมลบในกลุ่ ม  Chemoautotrophic nitrifying bacteria  

ที่สามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์ให้กลายเป็นไนเตรทโดยกระบวนการ nitrification โดยมีไนไตรท์เป็น 
ตัวให้อิเล็กตรอน (electron donor) ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) และ
คาร์บอนไดออกไซต์ เป็นแหล่ งของคาร์บอน (carbon source) โดยอาศัย เอนไซม์ ไนไตรท์ 
ออกซิโดรีดักเทส (Nitrite oxidoreductase, NXR) ดังสมการ 

NO2
- + H2O  NXR     NO3

- + 2H+  
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เช่นเดียวกับ NOB อ่ืนๆ และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Nitrospira สายพันธุ์ต่าง ๆ ดังแสดงใน
ตารางที ่2 ดัดแปลงจาก (Lebedeva และคณะ, 2008) 
ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบลักษณะของแบคทีเรียในจีนัส Nitrospira 

 
 

ประเภทของแบคทีเรีย 
Nitrospira สามารถแบ่งตามสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic group) ตามการทดลองของ 

Satoh และคณะในปี 2007 จะจัดอยู่ในไฟลัมไนโตรสไปรา และสามารถแบ่ง nitrospira เป็น 4 กลุ่ม
ย่อย (sublineage) (Satoh และคณะ, 2007) คือ  

- Nitrospira deflivii sublineage, 
- Nitrospira moscoviensis sublineage,  
- Nitrospira marina sublineage  
และกลุ่มย่อยอีกหนึ่งกลุ่มที่ไม่ใช่สกุล Nitrospira และในปี 2008 Lebedeva และคณะ ได้

ค้นพบประชากรกลุ่ม NOB กลุ่มใหม่ คือ Candidatus Nitrospira bockiana (Lebedeva และคณะ
, 2008) แต่ยังไม่มีการจัดเข้ากลุ่ม sublineage ของแบคทีเรียกลุ่มนี้ ดังรูปที่ 10 (Satoh และคณะ, 
2007) และ 11 (Lebedeva และคณะ, 2008) 

 

ลักษณะ Candidatus 
Nitrospira 
bockiana 

Candidatus 
Nitrospira 
defluvii 

Nitrospira 
moscoviensis 

Nitrospira 
marina 

ขนาด 0.3 – 0.66 x 
1.0 – 2.5 
หรือ 0.9 x 0.9 

0.2 – 0.46 x 
0.7 – 1.7 

0.2 – 0.46 x 
0.9 – 2.2 

0.3 – 0.46 
x 0.8 – 1.0 

อุณหภูมิที่ชอบ (oC) 44 - 46 28 - 32 39 28 
ปริมาณไนไตรท์ 
ที่ทนได้ (mM) 

26 - 30 20 - 25 15 6 
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รูปที่ 10 สายวิวัฒนาการของ Nitrospira 
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รูปที่ 11 สายวิวัฒนาการของ Candidatus Nitrospira โดยใช้ 16S rRNA genes 

แหล่งที่พบแบคทีเรีย 
Nitrospira สามารถที่จะมีชีวิตอยู่ได้ในสิ่งแวดล้อมที่เป็นน้ าเค็มและน้ าจืด ตามรายงาน 

ของ Daims และคณะในปี 2001 สามารถพบได้ในน้ าทะเล แม่น้ าล าธาร น้ าในพิพิธภัณฑ์สัตว์น้ า 
(Daims และคณะ, 2001) ตะกอนสามเหลี่ยมปากแม่น้ า ตะกอนจากทะเลลึก ในดินและในท่อน้ าร้อน
ที่ท าจากเหล็ก และจากการศึกษาของ Huang และคณะในปี 2010 ที่ได้ท าการศึกษาในถังเติมอากาศ
ของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบ Activated sludge สามารถพบ Nitrospira ที่ความเข้มข้นเฉลี่ย 5.71 ± 
2.68 × 1012 เซลล์/ลิตร ซึ่งคิดเป็น 76% ± 18% ของ NOB ทั้งหมด (Huang และคณะ, 2010) 

สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 
 Nitrospira สามารถเจริญเติบโตได้ที่ pH 7.6, อุณหภูมิระหว่าง 28 – 46, ค่า DO ที่ 0.87 
mg/L และแอมโมเนียที่ 29.36 mg/L (Huang และคณะ, 2010, Lebedeva และคณะ, 2008)  
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3.3.7 ANAMMOX (Anaerobic ammonia oxidation) 
ข้อมูลทั่วไป 
Anaerobic ammonium oxidation (Anammox) ถูกค้นพบครั้ งแรกในช่วงปี  1990s  

ใน ต ะก อน ขอ งระบ บ บ าบั ด น้ า เสี ย  (Kuenen, 2 008 ) เป็ น แ บ ค ที เรี ย ที่ มี ค ว าม ส าคั ญ 
ในกระบวนการบ าบัดไนโตรเจน เนื่องจากสามารถเปลี่ยนแอมโมเนียและไนไตรท์ให้เป็นก๊าซ
ไนโตรเจนได้โดยตรง ภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจนโดยมีแอมโมเนียเป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron 
acceptor) ไนไตรท์เป็นตัวให้อิเล็กตรอน (electron donor) และใช้ไบคาร์บอเนต (bicarbonate) 
เป็นแหล่งของคาร์บอน (carbon source) ในการสร้างเซลล์ ดังสมการออกซิเดชันแบบไร้ออกซิเจน
ของกระบวนการ Anammox (Strous และคณะ, 1998) 
 NH

4
+ + 1.32NO

2
- + 0.066HCO

3
- + 0.13H+   

       1.02N
2 + 0.26NO

3
- + 2.03H

2
O + 0.066CH

2
O

0.5
N

0.15  

และอาศัยการท างานของเอนไซม์แมมเบรนบราวด์ไนเตรทรีดักเทส (membrane bound nitrate 

reductase, NAR), ไนไตรท์รีดักเทส (Nitrite reductase, NIR) และไฮดราซีนออกไซด์ (Hydrazine 

oxidase, HZO) ดังสมการ (Kartal และคณะ, 2011) 

     NH
4
+      

  

 N2     hzo   N2H4                       hydrazine synthase
 

     NO Nir NO2
- Nar NO

3
- 

ประเภทของแบคทีเรีย 
Anammox ถูกจัดอยู่ในไฟลัม Planctomycetes โดยแบคทีเรียชนิดนี้ถูกค้นพบเป็นพวกแรก ชื่อ 
Candidatus Brocadia anammoxidans และจากการส ารวจในโรงบ าบัดน ้าเสียต่าง ๆ ยังพบกลุ่ม
แบคทีเรีย Anammox ที่แตกต่างกันออกไปแบ่งได้อีก 3 สายพันธุ์ (พีรภาส  นรินทร์หงษ์ทอง, 2553) 
ดั ง นี้  Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, Candidatus Scalindua wagneri แ ล ะ 
Candidatus Scalindua brodae และสุดท้ายคือ Candidatus Scalindua sorokinii  ที่ถูกค้นพบ
ในบริเวณปราศจากออกซิเจนในทะเลด า (Blacksea) และในบริเวณมหาสมุทรในระดับน ้ าที่ลึก 
นอกจากนี้จากงานวิจัย ยังพบ Anammox สายพันธุ์ใหม่คือ Candidatus Anammoxoglobus 
propionicu ใน fed-batch enrichments (ท่ีมีแอมโมเนียและไนไตรท์อยู่) (Kuenen, 2008) ดังรูป
ที่ 12 (Kuenen, 2008) 
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รูปที่ 12 สายวิวัฒนาการของ Anammox แบคทีเรีย โดยใช้ 16S rRNA gene 

แหล่งที่พบแบคทีเรีย  
จากการศึกษามีการค้นพบ Anammox ครั้งแรกที่ในระบบบ าบัดน้ าเสียที่มนุษย์สร้างขึ้น 

นอกจากนี้ยังมีการค้นพบจากที่ต่าง ๆ มากมาย เช่น ตะกอนจากทะเลในสภาวะปราศจากออกซิเจน, 
ตะกอนน้ าจืด, บนพ้ืนดินและระบบนิเวศพิเศษอย่างถังเก็บน้ ามัน โดยมีรายละเอียดดังตารางที่ 3 และ
จากการศึกษาของ Hu และคณะ ในปี ค.ศ. 2011 พบว่า กระบวนการ Anammox มีบทบาท
ประมาณ 9 - 40 % ในการก าจัดไนโตรเจนบริเวณทะเลสาบและ 4 - 37 % ในดินของบริเวณพ้ืนที่
เกษตรกรรม ดังแสดงในตารางที่ 3 (Hu และคณะ, 2011) 
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ตารางท่ี 3 การกระจายตัวของ Anammox แบคทีเรีย 
 

  16s rRNA affiliation Contribution (%) 

Marine sediments 
Skagerak (North Sea) 
Thames Estuary (U.K.) 
Randers Fjord (Denmark) 
Greenland Sea (Greenland) 
Disko Bay (Greenland) 
Cascadia Basin (U.S.A) 
Gullmarsfjorden (Sweden) 
Barents Sea (Greenland) 
Golfo Dulce (Costa Rica) 
Young Sound (Greenland) 
North Sea (North of the 
Friesian Front)  
Yodo Estuary (Japan) 
Chesapeake Bay (U.S.A.) 
Cape Fear River Estuary 
(U.S.A.)  
 
North Atlantic 
Jiaozhou Bay (China) 
Mai Po Marshes (Hong Kong)  
South China Sea (China)  
Equatorial Pacific 
Haiphong (Vietnam) 

 
ND (No data) 
ND 
Scalindua 
Scalindua 
Scalindua 
ND 
ND 
Scalindua 
Scalindua 
Scalindua 
Scalindua  
 
Scalindua, Brocadia, 
Kuenenia 
Scalindua  
Scalindua, Brocadia, 
Kuenenia, Jettenia 
ND 
Scalindua  
Scalindua, Kuenenia  
Scalindua 
Scalindua  
Scalindua, Brocadia, 
Kuenenia 
 
 
 

 
24–67  
1–8  
5–24  
>19  
ND  
40–42  
23–47  
ND  
ND  
ND  
ND  
 
1–2  
0–22  
4–17  
 
33–65  
ND  
ND  
ND  
ND  
<2 
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  16s rRNA affiliation Contribution (%) 

Marine water columns  
Golfo Dulce (Costa Rica)  
Black Sea 
Namibian waters  
Peruvian waters  
Northern Chile 
Arabian Sea 

 
Scalindua 
Scalindua 
Scalindua 
Scalindua 
Scalindua  
Scalindua 

 
19–35 
10–15 
Approximately 100 
Approximately 100 
Approximately 100 
<13 

Freshwater ecosystems 
Lake Tanganyika (Kigoma) 
Wintergreen Lake (U.K.)  
Xinyi River (China)  
Groundwater (Canada)  
 
Lake Kitaura (Japan) 

 
Scalindua 
Scalindua 
Brocadia 
Scalindua, Brocadia, 
Kuenenia, Jettenia 
Brocadia, Kuenenia, Jettenia, 
Anammoxoglobus 

 
9–13  
ND  
ND  
18–36  
 
<40 

Terrestrial ecosystems 
Various terrestrial habitats 
(Switzerland)  
Peat soil (The Netherlands) 
Paddy soil (Southern China) 

 
Scalindua, Brocadia, 
Kuenenia, Jettenia 
Brocadia, Kuenenia, Jettenia 
Brocadia, Kuenenia, Jettenia, 
Anammoxoglobus 

 
ND 
 
ND 
4-37 

Special ecosystems 
Hot springs (U.S.A.) 
Hydrothermal vents (Mid-
Atlantic Ridge)  
Marine sponge (Norway) 
Marine sponge (U.S.A.) 
Petroleum reservoirs (China) 

 
Brocadia, Kuenenia 
Scalindua, Kuenenia 
 
Scalindua 
Brocadia 
Scalindua, Brocadia, 
Kuenenia, Jettenia 

 
ND 
ND 
 
0-1 
ND 
ND 
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สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 
 Anammox สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ค่า O2 0.02 mg/l, pH 6.7 – 8.3 และอุณหภูมิ 20 – 
43 oC จากการศึกษาพบว่าถ้าค่าของ NO2

-  มากกว่า 70 mg/L จะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
Anammox ได้ (Schmid และคณะ, 2003, Strous และคณะ, 1998) 
 

3.3.8 DNRA (Dissimilatory nitrate reduction to ammonium) 
ข้อมูลทั่วไป 
Dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) เป็ นแบคที เรียที่ ส ามารถ

เปลี่ยนไนเตรทให้เป็นแอมโมเนีย ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจน โดยมีไนเตรทเป็นตัวรับอิเล็กตรอน 
(electron acceptor) และซัลไฟด์หรือสารอินทรีย์คาร์บอนตัวอ่ืน ๆ เป็นตัวให้อิเล็กตรอน (electron 
donor) โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ พอริพลาสมิกไนเตรทรีดักเทสคอทแพล็กซ์ (periplasmic 
nitrate reductase complex, NapAB) ในการเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตรท์, ไซโทพลาสมิกเอ็นเอดี
เอชดีเพนเดนท์ไนไตรท์รีดักเทส (cytoplasmic NADH dependent nitrite reductase, NirB) หรือ 
เพนตะฮีมไซโตโครมซีไนไตรท์รีดักเทส (pentaheme cytochrome C nitrite reductase, NrfA) 
เปลี่ยนไนไตรท์เป็นแอมโมเนียมไอออน ดังสมการ 

NO3
-   NapAB NO2

- NirB or NrfA  NH
4
+ 

นอกจากนี้  ในการทดลองของ Sanford และคณะในปี  2012 ได้แสดงให้ เห็นว่ามียีน 
Atypical nitrous oxide reductase (nosZ) ที่มาสามารถเปลี่ยนไนตรัสออกไซด์เป็นไนโตรเจนแก๊ส
ได้เช่นกัน (Sanford และคณะ, 2012) 

ประเภทของแบคทีเรีย 
จากการศึกษาของ Decleyre และคณะในปี  2015 ได้ท าการแบ่ ง DNRA จาก nrfA gene  
ได้จัดให้อยู่ ในกลุ่ม Gamma-proteobacteria and Alpha-proteobacteria และในกลุ่ม อ่ืน ๆ  
ดังรูปที่ 13 พบว่าแตกต่างจากการศึกก่อนหน้านี้ ที่พบอยู่เพียงในกลุ่ม Gamma-proteobacteria  
(Decleyre และคณะ, 2015) 
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รูปที่ 13 สายวิวัฒนาการของ DNRA โดยใช ้ 16S rRNA genes ที่พบ nrfA gene 

แหล่งที่พบแบคทีเรีย 
DNRA สามารถพบได้ที่ดิน, ดินที่มีความเค็ม, ตะกอนจากทะเลและตะกอนปากแม่น้ า 

(Tiedje, 1988) โดยในตะกอนดินบริเวณชายฝั่ง พบได้ที่ความลึกมากกว่า 5 เซนติเมตร และ 
การทดลองของ van den Berg และคณะในปี 2015 ที่ท าการเพราะเลี้ยง DRNA ในถังปฏิกิริยา 
ที่ มี การจ าลองสัดส่ วน  COD:N ที่ สู งเหมือนในถั งของระบบบ าบั ดน้ าเสียแบบ ตะกอนเร่ ง 
ได้ส าเร็จ (Van Den Berg และคณะ, 2015) นอกจากนี้ในงานของ Kashima และ Regan ในปี 
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2015 สามารถพบ DNRA ได้ในฟิล์มชีวภาพของ electrode-respiring ของระบบบ าบัดน้ าเสียได้ 
(Kashima และ Regan, 2015) 

 
สภาวะแวดล้อมในการเจริญของแบคทีเรีย 

 DNRA สามารถเจริญติบโตได้ดีที่ อุณหภูมิ 15 - 20 oC, pH 7.1 – 7.2 และที่ความเข้มข้น 
NH4

+ เริ่มต้น 4 mM (Decleyre และคณะ, 2015, Van Den Berg และคณะ, 2015) 
 
3.4 การตรวจวัดจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 PCR เป็นเทคนิคที่ได้ผลดีกับการเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียเป้าหมายที่มีกิจกรรมต่ า  ๆ โดย 
ขั้นตอนการท าประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ 
 1. ขั้นตอน Denaturation เป็นขั้นตอนการแยกสายคู่ของดีเอ็นเอแม่พิมพ์ ให้ออกเป็นสาย
เดี่ยว โดยใช้อุณหภูมิประมาณ  90 - 95 oC เพ่ือท าลายพันธะไฮโดรเจนที่เชื่อกันของดีเอ็นเอสายคู่
ดังกล่าว 
 2. ขั้นตอน Annealing เป็นขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิลงมาที่ประมาณ 50 - 55 oC เพ่ือให้ 
Primer ที่เราเลือกมาสามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอแม่พิมพ์สายเดี่ยว บริเวณล าดับของเบสคู่สมที่ตรงกัน 
 3. ขั้นตอน Extension เป็นขั้นตอนการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ต่อออกมาจาก Primer  
ที่เราเลือก ในล าดับการสร้างที่มีทิศทางจาก 5′ ไป 3′ โดยอุณหภูมิของขั้นตอนนี้ จะอยู่ในช่วง
ประมาณ 70 - 75 oC  

การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอ จะด าเนินการเรียงล าดับ 3 ขั้นตอน ซ้ ากันเป็นจ านวน 20 - 30 รอบ  
ท าให้เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ จะได้ PCR product หรือ amplified product ที่มาจาก primer ที่
เราสนใจเพ่ิมขึ้นเป็นจ านวนมาก ส าหรับ primer ที่เลือกใช้ในการท า PCR นั้นมีทั้งที่เป็น universal 
primer ที่เฉพาะเจาะจงบริเวณยีน 16S rRNA หรือ specific primer ที่เฉพาะเจาะจงทั้งบริเวณยีน 
16s rRNA หรือ functional gene ก็ได้ ส าหรับงานวิจัยนี้จะใช้ specific primer ในการเพ่ิมจ านวน
เฉพาะยีนของจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในกระบวนการก าจัดไนโตรเจนที่สนใจ ดังแสดงในตารางที่ 4 – 11 
ที่ แสดงไพร์ เมอร์ที่ นิ ยม ใช้ ในการตรวจวัด  COMAMMOX, AOB, AOA, NOB (Nitrobacter, 
Nitrotoga, Nitrospira, Anammox และ DNRA) ตามล าดับ 

 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 35 

3.4.1 Comammox (Complete ammonia oxidation) 
ตารางท่ี 4 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ Comammox 

3.4.2 AOB (Ammonia oxidizing bacteria) 
ตารางท่ี 5 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ AOB 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

16S 
rRNA 

28F 
519R 

GAGTTTGATCNTGGCTCAG 
GTNTTACNG CGGCKGCTG 

500 60 (Gonzalez-

Martinez และ
คณะ, 2016) 

amoA ComaA-224f 

ComaA-659R 

ComaB-224f 

ComaB-659R 

TAYAAYTGGGTSAAYTA 

ARATCATSGTGCTRTG 

TAYTTCTGGACRTTYTA 

ARATCCARACDGTGTG 

415 42 - 52 (Pjevac และ
คณะ, 2017) 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

16S 
rDNA 

CTO189f 

A/Bb 

CTO189f 

Cb  
CTO654r  

GGAGRAAAGCAGGGGATCG   

GGAGGAAAGTAGGGGATCG 
 

CTAGCYTTGTAGTTTCAAACGC  

189 - 
207 

189 - 
207 

61 (Kowalchuk 

และคณะ, 

1997) 

16S 
rRNA 

nitA  
 
nitB  

CTTAAGTGGGGAATAACGCATC
G 
TTACGTGTGAAGCCCTACCCA  

137 - 
159 

1214 - 
1234 

58 (Voytek และ 
Ward, 1995) 
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3.4.3 AOA (Ammonia oxidizing archaea) 
ตารางท่ี 6 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ AOA 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

Hao 
gene  

Hao-f 
 

Hao-r 

GA(C/T)ATICCIGA(C/T)GA(A/G
)(C/T)TITA(C/ T)GA 

GTTCATIGGICCCCAICCTICAGT
GTA 
 

440 - 
490 

45 (Bergmann 

และคณะ, 

2005) 

amoA 
gene  

amoA-1f  

 

amoA-2r  

GGGGTTTCTACTGGTGGT   
 
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC  

491 55 (Rotthauwe 

และคณะ, 

1997) 

amoA 
gene 

amoA-
1Fmod 
GenAOBR 

CTGGGGTTTCTACTGGTGGTC 
 
GCAGTGATCATCCAGTTGCG 

673  (Meinhardt 

และคณะ, 

2015) 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperatur

e (°C) 

References 

amoA 
gene 

Arch-
amoAF 
Arch-
amoAR 

STAATGGTCTGGCTTAGACG 
 
GCGGCCATCCATCTGTATGT 

635 53 (Francis 

และคณะ, 

2005) 

amoA 
gene 

amo196F 
amo277R 

GGWGTKCCRGGRACWGCMAC 
CRATGAAGTCRTAHGGRTADCC 

 55 (Treusch 

และคณะ, 

2005) 

amoA 
gene 

amo111F  
amo643R 

TTYTAYACHGAYTGGGCHTGGACAT
C 
TCCCACTTWGACCARGCGGCCATC
CA 

 55 (Treusch 

และคณะ, 

2005) 
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3.4.4 NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrobacter) 

ตารางท่ี 7 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ NOB (Nitrobacter) 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Targe
t site 

Annealing 
temperatu

re (°C) 

References 

amoA 
gene 

CrenAmo

AQ-F 
CrenAmo
AModR 

GCARGTMGGWAARTTCTAYAA  
 
AAGCGGCCATCCATCTGTA 

 60 (Mincer และ
คณะ, 2007) 

amoA 
gene 

GenAOAF  
 
GenAOAR 

ATAGAGCCTCAAGTAGGAAAGTT
CTA  
CCAAGCGGCCATCCAGCTGTATG
TCC 

  (Meinhardt 

และคณะ, 

2015) 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

16S 
rRNA 

FGPS872f 
FGPS1269r 

CTAAAACTCAAAGGAATTGA 
TTTTTTGAGATTTGCTAG 

872- 
1269 

51 (Geets และ
คณะ, 2007) 

16S 
rRNA 

P338f 
NIT3 

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
CCTGTGCTCCATGCTCCG 

635 65 (Jie และ 
Daping, 
2008) 

16S 
rRNA 

Nitro-
1198f 

Nitro-
1423r  

ACCCCTAGCAAATCTCAAAAAA
CCG 
CTTCACCCCAGTCGCTGACC  

 58 (Graham และ
คณะ, 2007) 

nxr 
gene 

NxrA-1F  
 

NxrB-1R 

GCATGGATCCGGTGTGGATCA  
 
CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA  

3242-
3262 

470-490 

55 (Vanparys และ
คณะ, 2007) 
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3.4.5 NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrotoga) 
ตารางท่ี 8 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ NOB (Nitrotoga) 

 
3.4.6 NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrospira) 

ตารางท่ี 9 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ NOB (Nitrospira) 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

16S 
rRNA 

Ntoga124F 
Ntoga1462R 

ATCGGAACGTACCCGGAAA 
CGAACCCTACCGTGGCAAC 

1,300 63 (Lücker 

และคณะ, 

2015) 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

16S 
rRNA 

NSR1113f 
NSR1264r 

CCTGCTTTCAGTTGCTACCG 
GTTTGCAGCGCTTTGTACCG 

1113 - 
1264 

65 (Dionisi และ
คณะ, 2002) 

16S 
rDNA  

P338f 

Ntspa0685 

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 

CGGGAATTCCGCGCTC 

320 52 (Liu และ
คณะ, 2008) 

16S 
rDNA 

EUB338 

Ntspa0685 

ACTCCTACGGGAGGCAGC 

CGGGAATTCCGCGCTC 

320 52 (Amann 

และคณะ, 

1990) 

16S 
rRNA 

Nspra-675f  

Nspra-746r  

GCGGTGAAATGCGTAGAKAT
CG 
TCAGCGTCAGRWAYGTTCCA
GAG  

 58 (Graham 

และคณะ, 

2007) 

16S 
rRNA 

m27f 
Nspra746r 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  
TCAGCGTCAGRWAYGTTCCA
GAG 

 58 (Abdulrashe

ed และ
คณะ, 2018) 
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3.4.7 ANAMMOX (Anaerobic ammonia oxidation) 
ตารางท่ี 10 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ Anammox 

 
 
 
 
 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

16S 
rRNA 

A438f 
A684r 

GTCRGGAGTTADGAAATG 
ACCAGAAGTTCCACTCTC 

248 55 
 

(Humbert 

และคณะ, 

2012) 
16S 
rRNA 

609F 
699R 

TTAGATACCCC(A/G/T)GTA

GT 
AGGGTTGCGCTCGTTGC 

785–806 

1099–
1114 

50 - 65 (Schmidt 

และคณะ, 

2003) 

16S 
rRNA 

An7f 
An1388r 

GGCATGCAAGTCGAACGAGG 
GCTTGACGGGCGGTGTG 

1,380 63 
 
 

(Penton 

และคณะ, 

2006) 

16S 
rRNA 

Brod541F 
Brod1260
R 

GAGCACGTAGGTGGGTTTGT 
GGATTCGCTTCACCTCTC 
GG 

720 60 (Penton 

และคณะ, 

2006) 

hzo hzoAB1F  
 
hzoAB1R 

GAAGCNAAGGCNGTAGAAAT
TATCAC 
CTCTTCNGCAGGTGCATGAT
G 

600 55 (Hirsch 

และคณะ, 

2011) 

hzo hzoAB4F 
 
hzoAB4R 

TTGARTGTGCATGGTCTAWT
GAAAG 
GCTGACCTGACCARTCAGG 

600 55 (Hirsch 

และคณะ, 

2011) 
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3.4.8 DNRA (Dissimilatory nitrate reduction to ammonium) 
ตารางท่ี 11 ไพรเมอร์ที่นิยมใช้ในกระบวนการ PCR ของ DNRA 

 
 
 
 

Gene Primers Sequence (5’–3’) Target 
site 

Annealing 
temperature 

(°C) 

References 

 nrfA 
gene 

F1 
R1 

GCNTGYTGGWSNTGYAA 
TWNGGCATRTGRCARTC 

520 45 (Mohan 

และคณะ, 

2004) 
nrfA 
gene 

nrfAF2aw 

nrfAR1 

CARTGYCAYGTBGARTA 

TWNGGCATRTGRCARTC 

269 53 (Welsh และ
คณะ, 2014) 

napA napA 
V67F  
napA 
V67R 

TAYTTYYTNHSNAARATHATG 
TAYGG 
 

DATNGGRTGCATYTCNGCCATRTT 

414 55 (Smith และ
คณะ, 2007) 

narG narG 
1960F 
narG 
2659R 

TAYGTSGGCCARGARA  
TTYTCGTACCAGGTGGC 
TTYTCRTACCABGTBGC 

650 60 (Smith และ
คณะ, 2007) 

nirS-
m 

nirS-mF  

nirS-mR 

GGAAACCTGTTCGTCAAGAC 
CSGARTCCTTGGCGACGT 

162 60 (Smith และ
คณะ, 2007) 

nirS-n nirS-nF 

nirS-nR 

AAGGAAGTCTGGATYTC  
CGTTGAACTTRCCGGT 

140 55 (Smith และ
คณะ, 2007) 
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3.5 แนวโน้มการบ าบัดไนโตรเจนในอนาคต 
 3.5.1 กระบวนการบ าบัดแบบดั งเดิม 

 3.5.1.1 กระบวนการ Nitrification + Denitrification 
 กระบวนการ Nitrification + Denitrification เป็นกระบวนการที่มี 2 ขั้นตอนของปฏิกิริยา 
โดยขั้นตอนแรกจะมีการเติมอากาศหรือใช้ออกซิเจนเพ่ือให้เกิดไนตริฟิเคชัน คือการย่อยสลาย
แอมโมเนียให้หมดไปเป็นไนเตรท และขั้นตอนที่สองเกิดดีไนตริฟิเคชัน คือการเปลี่ยนจากไนเตรท 
ให้กลายเป็นแก๊สไนโตรเจนและก าจัดออกจากระบบได้ โดยกระบวนการนี้ในขั้นตอนที่สอง จะต้องมี
การเติมตัวให้อิเล็กตรอนคือเมทานอล ซึ่งจะท าให้เกิดการสิ้นเปลืองเพ่ิมข้ึนได้ ดังรูปที่ 14 

 
รูปที่ 14 กระบวนการ Nitrification + Denitrification 

 3.5.1.2 กระบวนการ AO (Anoxic + Aerobic) 
 กระบวนการ AO (Anoxic + Aerobic) เป็นกระบวนการที่เริ่มต้นด้วยระบบแบบไม่ใช้
ออกซิเจน (Anoxic) เป็นถังที่มีการบ าบัดสารสกปรกในรูปบีโอดีและไนเตรทให้เปลี่ยนเป็นไนโตรเจน
แก๊สเพ่ือก าจัดออกนอกระบบและมีการย่อยสลายสารอินทรีย์ให้กลายเป็นแอมโมเนีย จากนั้น จึงเข้าสู่
ขั้นตอนที่สองที่มีการเติมอากาศและสามารถเปลี่ยนแอมโนเนียให้กลายเป็นไนเตรท แล้วจึงวนกลับ
เข้าสู่ระบบในขั้นตอนที่แรกอีกครั้ง จึงเป็นการประหยัดออกซิเจนและไม่ต้องใส่ตัวให้อิเล็กตรอนอย่าง
ในกระบวนการไนตริฟิเคชัน + ดิไนตริฟิเคชัน แต่ประสิทธิภาพในการก าจัดไนโตรเจนจะต่ า รวมถึง   
ต้องมีการเวียนไนเตรทประมาณ 1 - 2 เท่า ดังรูปที่ 15 
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รูปที่ 15 กระบวนการ AO (Anoxic + Aerobic) 

 3.5.1.3 กระบวนการ The Barnard Process 
 กระบวนการ The Barnard Process จะเป็นกระบวนการที่มีการย่อยแบบ 4 ถัง คือ ถังที่ 1 
จะเป็นการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน (Anoxic) เป็นการย่อยสลายสารสกปรกในรูปบีโอดีและ 
ไนเตรทให้เปลี่ยนเป็นไนโตรเจนแก๊สเพ่ือก าจัดออกนอกระบบและมีการย่อยสลายสารอินทรีย์ให้
กลายเป็นแอมโมเนียเพ่ือเข้าสู่ถึงที่ 2 คือ ถังเติมอากาศจะท าการย่อยสลายสารอินทรีย์ในรูปบีโอดี 
ที่เหลือและท าการย่อยแอมโมเนียโดยปฏิกิริยาไนตริฟิเคชันเปลี่ยนเป็นไนเตรท จากนั้น จะมีการเวียน
น้ าเสียกลับบางส่วนเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชัน ก าจัดไนโตรเจนออกนอกระบบในถังที่  1  
ได้เพ่ิมเติม ถังที่ 3 จะเหมือนกับถังที่ 1 จะเป็นการเปลี่ยนรูปไนไตรทให้หมดไป และเข้าสู่ถังที่ 4  
ที่เหมือนกับถังที่ 2 ที่มีการก าจัดสารประกอบคาร์บอนในรูปบีโอดีให้หมดไปและก าจัดสารประกอบ
ไนโตรเจนได้ จากนั้นจึงเข้าสู่ถังตกตะกอนต่อไป โดยระบบนี้  สามารถก าจัดไนโตรเจนได้มากถึง  
90 - 95 % ดังรูปที่ 16 
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รูปที่ 16 กระบวนการ The Barnard Process 

 3.5.2 กระบวนการบ าบัดแบบใหม่ 
 3.5.2.1 กระบวนการ Partial nitrification + Nitrite denitrification 

 ก ร ะบ วน ก าร  Partial nitrification +  Nitrite denitrification เป็ น ก ระบ ว น ก ารที่
ประกอบด้วยสองขั้นตอนคือ Partial nitrification และ Nitrite denitrification ดังรูปที่ 17 
 Partial nitrification 
 ขั้นแรกจะมีการเติมอากาศหรือใช้ออกซิเจนเพ่ือให้เกิด Partial nitrification คือการย่อย
สลายแอมโมเนียมไอออนให้เป็นไนไตรท์ ดังสมการ 
   NH4

+ + 1.5O2   NO2
- + H2O + 2H+  

 โดยปัจจัยที่ท าให้เกิด partial nitrification คือ (Sinha และ Annachhatre, 2007)   
 - ต้องมีการควบคุมอุณหภูมิมากกว่า 25 องศาเซลเซียส 
 - ควบคุมค่าออกซิเจนละลายน้ า ให้น้อยกว่า 0.5 mg/l  
 - ควบคุม pH ระหว่าง 7.5 – 8.5 เพ่ือท าให้มีการเจริญเติบโตของของแบคทีเรียกลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดร์เซอร์ (AOB) ได้ดีกว่าแบคทีเรียกลุ่มไนไตรท์ออกซิไดร์เซอร์ (NOB) 
 Nitrite Denitrification 
 ขั้นตอนนี้จะเกิดดีไนตริฟิเคชัน คือ การเปลี่ยนจากไนไตรท์ให้กลายเป็นแก๊สไนโตรเจน 
และก าจัดออกจากระบบได้ ในสถาวะที่ไม่มีออกซิเจนดังสมการ 
   NO2

-  + 0.5CH3OH  0.5N2 + 0.5CO2 + 0.5H2O + OH- 

นอกจากนี้ยังพบว่า Partial nitrification สามารถประหยัดค่าใช้จ่ายในการด าเนินงาน จากการเติม
ออกซิเจนได้ 25 % และ 40% จากตัวให้อิเล็กตรอนส าหรับกระบวนการ denitrification (Grady Jr 
และคณะ, 2011)  
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รูปที่ 17 กระบวนการ Partial Nitrification + Nitrite Denitrification 

  3.5.2.2 ก ร ะบ ว น ก า ร  Partial Nitrification +  Anammox (Anaerobic 
ammonium oxidation) 
 กระบวนการ Partial nitrification + Anammox (Anaerobic ammonium oxidation) 
ประกอบด้วยสองขั้นตอน คือ Partial nitrification และ Anammox ดังรูปที่ 18 
 Partial nitrification 
 ขั้นแรกจะมีการเติมอากาศหรือใช้ออกซิเจนเพ่ือให้เกิด partial nitrification คือ การย่อย
สลายแอมโมเนียมไอออนให้เป็นไนไตรท์ ดังสมการ 
   NH4

+ + 1.5O2   NO2
- + H2O + 2H+  

 โดยปัจจัยที่ท าให้เกิด partial nitrification คือ (Sinha และ Annachhatre, 2007)   
 - ต้องมีการควบคุมอุณหภูมิมากกว่า 25 องศาเซลเซียส 
 - ควบคุมค่าออกซิเจนละลายน้ า ให้น้อยกว่า 0.5 mg/l  
 - ควบคุม pH ระหว่าง 7.5 – 8.5 เพ่ือท าให้มีการเจริญเติบโตของของแบคทีเรียกลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดร์เซอร์ (AOB) ได้ดีกว่าแบคทีเรียกลุ่มไนไตรท์ออกซิไดร์เซอร์ (NOB) 
 
 Anammox  
 ในขั้นตอน Anammox นี้จะมีการใช้แบคทีเรียกลุ่ม Anammox ออกซิไดร์แอมโมเนียโดยใช้
ไนไตรท์เป็นตัวรับอิเล็กตรอนได้ออกมาเป็นไนโตรเจนแก๊สเพ่ือที่จะก าจัดออกจากระบบดังสมการ 
(Ma และคณะ, 2016) 
NH4

+ + 1.32NO2
- + 0.066HCO3 + 0.13H+ 

     1.02N2 + 0.26NO3
-  + 0.066CH2O0.5N0.15 + 2.03H2O 
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อย่างไรก็ดีกระบวนการนี้เหมาะส าหรับน้ าเสียที่มีปริมาณแอมโมเนียสูง (มากกว่า 15 kgN.m-3day-1) 
(Schmidt และคณะ, 2003) 
 และเมื่อเปรียบเทียบกับระบบแบบ Nitrification + Denitrification พบว่าประหยัดค่า
ด าเนินการในการเดินระบบได้มากถึง 60 % (PAQUES, 2560) ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ  
Fux และ Siegrist ในปี  2004 ที่ ใช้ระบบ Partial nitrification + Anammox เปรียบเทียบกับ 
Nitrification + Denitrification ก็พบว่าประหยัดค่าใช้จ่ายในการด าเนินการได้ 30 % (Fux และ 
Siegrist, 2004) 

 
รูปที่ 18 กระบวนการ Anammox (Anaerobic ammonium oxidation) 

  3.5.2.3 กระบวนการ CANON (Completely Autotrophic Nitrogen 
Removal Over Nitrate) 
 กระบวนการ CANON (Completely Autotrophic Nitrogen Removal Over Nitrate) 
เป็นกระบวนการบ าบัดที่มีการใช้ออกซิเจนในปริมาณที่จ ากัดในถังปฏิกิริยาเดียว  ดังรูปที่ 19  โดย
ประกอบด้วยสองขั้นตอน คือ ขั้นแรกจะมีการบังคับให้ เกิด partial nitrification ย่อยสลาย
แอมโมเนียให้เป็นไนไตรท์และในขั้นตอนที่สองจะมีการใช้แบคทีเรียกลุ่ม Anammox ออกซิไดซ์
แอมโมเนียโดยใช้ไนไตรท์เป็นตัวรับอิเล็กตรอนได้ออกมาเป็นไนโตรเจนแก๊สเพ่ือที่จะก าจัดออกจาก
ระบบดังสมการรวม (Pynaert และคณะ, 2003) 

 NH4
+ + 0.85O2        0.44N2 + 0.11NO3

-  + 1.43H2O + 0.14H+ 
อย่างไรก็ดีกระบวนการนี้เหมาะส าหรับน้ าเสียที่มีปริมาณแอมโมเนียสูงและมีปริมาณสารอินทรีย์ต่ า 
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รูปที่ 19 กระบวนการ CANON (Completely Autotrophic Nitrogen Removal Over 

Nitrate) 

  3.5.2.4 กระบวนการ Upflow anaerobic sludge blanket (UASB) + 
Denitrification coupled to anaerobic methane oxidation + Partial nitrification 

กระบวนการ UASB + Denitrification coupled to anaerobic methane oxidation + 
Partial nitrification ดังรูปที่  20 (Kampman และคณะ, 2012) กระบวนการนี้สามารถก าจัด
ไนโตรเจนและแก๊สมีเทนได้พร้อมกันโดยสามารถประหยัดตัวให้อิเล็กตรอนอย่างเช่น เอทานอล
หรืออะซิเตด ลงได้ จากตัวอย่างการทดลองของ Kampman และคณะในปี 2012 ที่ใช้แบคทีเรีย N-
damo (candidatus Methylomirabirus oxyfera)  โดยเปลี่ยนสารอินทรีย์ให้กลายเป็นมีเทนในถัง
ย่อยและสลายในถัง UASB เองก่อน จากนั้นน้ าที่มีมีเทนจะสู่ถังกระบวนการดีไนตริฟิ เคชัน เพ่ือ
เปลี่ยนมีเทนเป็นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และเปลี่ยนไนไตรท์ที่มีจากระบบ Partial nitrification ให้
กลายเป็นแก๊สไนโตรเจนเพื่อก าจัดออกจากระบบ ดังสมการ 

 
   3CH4 + 8NO2

- + 8H+   3CO2 + 4N2 + 10H2O 
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รูปที่ 20 กระบวนการ Denitrification + Aerobic methane oxidation 

  3.5.2.5 กระบวนการ Partial nitrification + DAMO-ANAMMOX 
 กระบวนการ Partial nitrification + DAMO-ANAMMOX จะเป็นการอาศัยแบคทีเรีย  
N-damo (candidatus Methylomirabirus oxyfera) และ Anammox ทั้งสองกลุ่มให้อยู่ร่วมกันใน
ระบบ  
 Partial nitrification 
 ขั้นแรกจะมีการเติมอากาศหรือใช้ออกซิเจนเพ่ือให้เกิด partial nitrification คือ การย่อย
สลายแอมโมเนียมไอออนให้เป็นไนไตรท์ ดังสมการ 
   NH4

+ + 1.5O2   NO2
- + H2O + 2H+  

 โดยปัจจัยที่ท าให้เกิด partial nitrification คือ (Sinha และ Annachhatre, 2007)   
 - ต้องมีการควบคุมอุณหภูมิมากกว่า 25 องศาเซลเซียส 
 - ควบคุมค่าออกซิเจนละลายน้ า ให้น้อยกว่า 0.5 mg/l  
 - ควบคุม pH ระหว่าง 7.5 – 8.5 เพ่ือท าให้มีการเจริญเติบโตของของแบคทีเรียกลุ่ม
แอมโมเนียออกซิไดร์เซอร์ (AOB) ได้ดีกว่าแบคทีเรียกลุ่มไนไตรท์ออกซิไดร์เซอร์ (NOB) 
 DAMO-ANAMMOX 

โดยเริ่มจากกระบวนการ Partial nitrification เพ่ือให้ ได้ ไน ไตรท์  จากนั้ นจะเข้ าสู่
กระบวนการ DAMO-ANAMMOX โดยเป็นกระบวนการที่ไม่อาศัยออกซิเจน เพ่ือก าจัดไนโตรเจนใน
รูปของแก๊สไนโตรเจน ท าให้ระบบนี้เป็นระบบที่ประหยัดการเติมอากาศและตัวให้อิเล็กตรอน เช่น  
เมทานอลหรืออะซิเตด รวมถึงมีประสิทธิภาพในการก าจัดไนโตรเจนที่มากกว่าระบบ ANAMMOX 
เพียงอย่างเดียว ที่สามารถก าจัดได้เพียงร้อยละ 70 (Wang และคณะ, 2017) เพราะยังมีไนเตรท์และ
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แอมโนเนียมไอออนหรือไนไตรท์ที่ เหลืออยู่ ในน้ าขาออก โดยในระบบ Damo-Anammox นี้  
ยังสามารถใช้เป็นระบบบ าบัดขั้นหลังร่วมกับระบบ activated sludge ได้ด้วย ดังรูปที่ 21 (Wang 
และคณะ, 2017) 

A: กระบวนการ DAMO-ANAMMOX ใน side stream 
B: กระบวนการ DAMO-ANAMMOX ใน main stream กับ ระบบ Activated sludge 

 
รูปที่ 21 กระบวนการ DAMO-ANAMMOX 
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บทที่ 4 
แผนการทดลองและการด าเนินงานวิจัย 

4.1 แผนการทดลอง  
 งานวิจัยนี้มุ่งศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในกระบวนการก าจัดไนโตรเจนในฟิล์ม
ชีวภาพของระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด การทดลองแบ่งออกเป็นสองส่วน ดังรูปที่ 
22 โดยเริ่มจากการตรวจวัดพารามิเตอร์ที่มีผลต่อคุณภาพน้ า เช่น ซีโอดี, แอมโมเนีย, ไนเตรทและ 
ไนไตรท์ในระบบบ าบัดเพ่ือน ามาเชื่อมโยงกับจุลินทรีย์เฉพาะกลุ่มที่ศึกษา จากนั้นศึกษากลุ่มประชากร
จุลินทรีย์ทั้งหมดและจุลินทรีย์เฉพาะกลุ่มที่มีบทบาทในการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนทั้งหมดรวม 8 กลุ่ม 
ได้แก่ Complete ammonia oxidation (COMAMMOX), Ammonia-oxidizing archaea (AOA), 
Ammonia-oxidizing bacteria ( AOB) , Nitrite-oxidizing bacteria ( NOB)  3 ก ลุ่ ม  คื อ 
Nitrobacter, Nitrotoga แ ล ะ  Nitrospira, Anaerobic ammonium oxidation (Anammox) , 
Denitrification และ Dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) ในฟิลม์ชีวภาพ 
จากนั้นศึกษากิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนภายใต้สภาวะต่าง ๆ ที่จุลินทรีย์แต่ละกลุ่มท างาน 
ได้แก่ การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิก, การเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะแอโรบิก, 
การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์  และการเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มี
สารอินทรีย์ ไดแ้ก่ เมทานอล เพ่ือตรวจวัดกิจกรรมของจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม  
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รูปที่ 22 แผนภาพรวมงานวิจัย 

การทดลองที่ 1 

การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่

มีบทบาทในการก าจัดไนโตรเจน 

การทดลองที่ 2  

การศึกษากิจกรรมการเปลี่ยนรูป

ไนโตรเจนที่สภาวะต่าง ๆ ได้แก่  

- การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้ 
สภาวะแอโรบิก 
- การเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้ 
สภาวะแอโรบิก 
- การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้ 
สภาวะที่มีไนไตรท์ 
- การเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้ 
สภาวะที่มีเมทานอล 

วิเคราะห์

พารามิเตอร์น้ าของ

ระบบบ าบัดน้ าเสีย  

 

ระบุสายพันธุ์ของกลุ่ม

ประชากรจุลินทรีย์ที่มีบทบาท

ในการก าจัดไนโตรเจน โดย

เทคนิค PCR – Sequencing 

โดยวิเคราะห์ยีน 16s rRNA 

หรือ functional gene ของ

จุลินทรีย์ดังนี้ 

- Comammox 

- AOB 

- AOA 

- NOB (Nitrobacter) 

- NOB (Nitrotoga) 

- NOB (Nitrospira) 

- Anammox 

- DNRA 

ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด 
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4.2 ระบบบ าบัดน  าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด 
 ระบบบ าบั ดน้ า เสี ยแบบจานหมุนชีวภาพ  มี พ้ืนที่ ใช้ สอยรวม 6,200 ตารางเมตร  
ถือเป็นอาคารประเภท ก (ตามก าหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน้ าทิ้ง จากอาคารบางประเภทและ
บางขนาด) ลักษณะการไหลของน้ าเสียจะมีน้ าจากภายในตลาดไหลมารวมกันเข้าสู่บริเวณบ่อดักไขมัน
และไหลต่อไปที่บ่อรวมน้ าเสียที่ต่อกันจ านวน 3 ห้อง ซึ่งที่บ่อรวมน้ าเสียนี้จะมีน้ าเสียจากห้องน้ าและ
สุขามาสมทบ จากนั้นจึงไหลเข้าสู่บ่อควบคุมอัตราการไหลก่อนเข้าระบบจานหมุนชีวภาพ  (รูปที่ 23)  
ส าหรับตัวจานหมุนชีวภาพ (รูปที่ 24) แบ่งออกเป็น 2 ชุด ชุดละ 2 จานหมุน เมื่อออกจากจานหมุน
จะเข้าสู่ถังตกตะกอน รางน้ าล้นและรางระบายน้ าสาธารณะตามล าดับ ซ่ึงการตรวจวัดพารามิเตอร์น้ า
เข้า – ออกจากจานหมุนชีวภาพจะท า 2 บริเวณ คือ บริเวณบ่อรวมน้ าเสียก่อนเข้าจานหมุนชีวภาพ
และบริเวณรางน้ าล้นของบ่อตกตะกอนหลังจานหมุนชีวภาพ ซึ่งเป็นตัวแทนแสดงน้ าเข้าและออกจาก
จานหมุนชีวภาพ ดังแสดงในรูปที่ 25 และ 26 ตามล าดับ 
 

 
รูปที่ 23 แผนผังระบบบ าบัดน  าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด 
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รูปที่ 24 จานหมุนชีวภาพของระบบบ าบัด 

 
รูปที่ 25 บ่อรวมน  าเสียของระบบบ าบัด 
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รูปที่ 26 รางน  าล้นของบ่อตกตะกอน 

4.3 การทดลองที่ 1 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทในกระบวนการก าจัดไนโตรเจน  
 การทดลองที่ 1 เริ่มจากการตรวจวัดพารามิเตอร์น้ าเข้า - ออก ของจานหมุนชีวภาพ โดย
พารามิเตอร์ที่ตรวจวัดเป็นพารามิเตอร์ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่มีบทบาทใน
กระบวนการบ าบัดไนโตรเจน จากนั้นเก็บตัวอย่างฟิล์มชีวภาพจากจานหมุนชีวภาพจ านวน 3 จุด ต่อ
จานหมุนชีวภาพ 1 จาน ดังรูปที่ 27 และ 28 น าตัวอย่างทั้งหมดมาผสมกัน (composite sampling) 
โดยใช้ตัวอย่างจ านวน 500 มิลลิกรัม มาสกัด DNA จากตัวอย่างด้วยชุดสกัด FastDNA® SPIN Kit 
(MP Biomedicals) และเก็บรักษาตัวอย่างที่ อุณหภูมิ -20 0C และวิเคราะห์ประชากรจุลินทรีย์
ทั้งหมดด้วยเทคนิค Next generation sequencing จากนั้นวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่มี
บทบาทในกระบวนการก าจัดไนโตรเจนที่สนใจ ด้วยเทคนิค PCR- sequencing ของยีน 16S rRNA 
หรือ functional gene ดังแสดงในตารางที่ 13 

 
รูปที่ 27 จุดเก็บฟิล์มชีวภาพจากจานหมุนชีวภาพ 

 
รูปที่ 28 การเก็บตัวอย่างฟิล์มชีวภาพ 
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ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 29 แผนภาพการทดลองท่ี 1 

4.3.3 PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 

ชนิดที่มีความจ าเพาะเจาะ 

จงกับจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม 

- Comammox 

- AOB 

- AOA 

- NOB (Nitrobacter) 

- NOB (Nitrotoga) 

- NOB (Nitrospira) 

- Anammox 

- DNRA 

4.3.1 วิเคราะห์พารามิเตอร์

น้ าเข้า - ออกจากระบบ

บ าบัด ได้แก่  

- แอมโมเนีย 

- ไนเตรท 

- ไนไตรท์  

- DO 

- pH 

- Temperature 

- COD 

  

4.3.2 Next generation 

sequencing  

- การสร้างห้องสมุดยีน 

16S rRNA โดย Illumina 

MiSeq platform 

- การวิเคราะห์ชีวสารสน

เทศ (Bioinformatics)  

 

สกัด DNA 

Clone library 

 

ตัวอย่างฟิล์มชีวภาพ 

Phylogenetic analysis 

 

ตัวอย่างน้ า 

Sequencing 

 
OTUs analysis 

 
Blast analysis 
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4.3.1 การตรวจวัดพารามิเตอร์น  า 
การวิเคราะห์พารามิเตอร์น  าที่เข้า - ออกของจานหมุนชีวภาพ 

ด าเนินการตรวจวัดพารามิเตอร์น้ า 2 จุด คือ บริเวณบ่อรวมน้ าเสีย ซึ่งถือเป็นจุดน้ าเข้าจาน
หมุนชีวภาพ และบริเวณรางน้ าล้นของบ่อตกตะกอน ซึ่งถือเป็นจุดน้ าออกจากจานหมุนชีวภาพ (จุดที่ 
1 และ 2 ในรูปที่ 23 หรือในรูปที่ 25 และ 26 ตามล าดับ) ส าหรับค่าพารามิเตอร์ที่ตรวจวัด แสดงดัง
ตารางที่ 12 โดยเก็บตัวอย่างน้ าเพ่ือวิเคราะห์ เดือนละ 1 ครั้ง เป็นระยะเวลาประมาณ 10 เดือน 
ในช่วงที่เก็บตัวอย่างฟิล์มชีวภาพนั้นจะเก็บตัวอย่างน้ าและวิเคราะห์พารามิเตอร์ทุกสัปดาห์เป็น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ ก่อนการเก็บตัวอย่างฟิล์มชีวภาพ เริ่มตั้งแต่วันที่ 17 สิงหาคม 2560 – วันที่ 3 
พฤกษภาคม 2561 ทั้งนี้จะเก็บตัวอย่างฟิล์มชีวภาพเพ่ือน าไปวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่มี
บทบาทในการบ าบัดไนโตรเจนจ านวน 2 ช่วงเวลา คือ วันที่  7 กันยายน 2560 และ วันที่ 18 
มกราคม 2561 และเก็บตัวอย่างฟิล์มชีวภาพครั้งที่ 3 ณ วันที่ 3 พฤษภาคม 2561 เพ่ือศึกษาอัตรา
การเปลี่ยนรูปไนโตรเจนที่สภาวะต่าง ๆ (รูปที ่30)  
ตารางท่ี 12 พารามิเตอร์น  าที่วิเคราะห์ระหว่างท าการการทดลองช่วงที่ 1* 

พารามิเตอร์ วิธีวิเคราะห์/เครื่องมือวิเคราะห์ ความถี่ในการวิเคราะห์ 

ซีโอดี (Chemical 
Oxygen Demand, COD) 

Close reflux - เดือนละ 1 ครั้ง  
- สัปดาห์ละ 1 ครั้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ใน ช่วงที่เก็บตัวอย่าง
ฟิล์มชีวภาพ 

แอมโมเนีย (NH3
+) Colorimetric and 

Spectrophotometric 
Method 

- เดือนละ 1 ครั้ง  
- สัปดาห์ละ 1 ครั้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ใน ช่วงที่เก็บตัวอย่าง
ฟิล์มชีวภาพ 

ไนไตรท์ (NO2
-) Colorimetric and 

Spectrophotometric 
Method 

- เดือนละ 1 ครั้ง  
- สัปดาห์ละ 1 ครั้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ใน ช่วงที่เก็บตัวอย่าง
ฟิล์มชีวภาพ 

ไนเตรท (NO3
-) Colorimetric and 

Spectrophotometric 
Method 

- เดือนละ 1 ครั้ง  
- สัปดาห์ละ 1 ครั้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ใน ช่วงที่เก็บตัวอย่าง
ฟิล์มชีวภาพ 
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พารามิเตอร์ วิธีวิเคราะห์/เครื่องมือวิเคราะห์ ความถี่ในการวิเคราะห์ 

พีเอช (pH) pH Meter (sension 156; 
HACH) 

- เดือนละ 1 ครั้ง  
- สัปดาห์ละ 1 ครั้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ใน ช่วงที่เก็บตัวอย่าง
ฟิล์มชีวภาพ 

อุณหภูมิ (Temperature) pH Meter (sension 156; 
HACH) 

- เดือนละ 1 ครั้ง  
- สัปดาห์ละ 1 ครั้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ใน ช่วงที่เก็บตัวอย่าง
ฟิล์มชีวภาพ 

ปริมาณออกซิเจนละลาย
น้ า (Dissolved Oxygen, 
DO) 

DO Meter (sension 156; 
HACH) 

- เดือนละ 1 ครั้ง  
- สัปดาห์ละ 1 ครั้งเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ใน ช่วงที่เก็บตัวอย่าง
ฟิล์มชีวภาพ 

                  *วิธีวิเคราะห์อ้างอิงจาก (American Public Health Association และคณะ, 1999) 
 
 

 
รูปที่ 30 ล าดับเวลาในการเก็บน  าตัวอย่างและตัวอย่างฟิล์มชีวภาพ 
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4.3.2 การวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ทั งหมดด้วยเทคนิค Next Generation 
Sequencing  
การสกัด DNA   
 เก็บตัวอย่างฟิลม์ชีวภาพ 1 ครั้ง ณ วันที่ 7 กันยายน 2560 (รูปที่ 30) โดยเก็บตัวอย่าง 3 จุด 
ต่อจานหมุนชีวภาพ 1 จาน (บริเวณหัว กลางและท้ายของจานหมุน) ดังรูปที่ 27 และ 28 โดยมีจาน
หมุนชีวภาพทั้งหมด 4 จาน น าตัวอย่างทั้งหมดมาผสมกัน (composite sampling) เก็บตัวอย่างฟิลม์

ชีวภาพไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นสกัด DNA จากตัวอย่างด้วย FastDNA SPIN Kit 
(Instruction Manual, Catalog #6540 - 600) โดยใช้ปริมาณตัวอย่าง 500 มิลลิกรัม จากนั้นเก็บ
รักษา DNA ทีส่กัดได ้ที ่อุณหภูมิ -20 oC  
 
 
การสร้างห้องสมุดยีน 16S rRNA เพื่อวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ทั งหมดโดย Illumina 
MiSeq platform 
 โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 1. PCR ครั้งที่ 1 โดยไพรเมอร์ 515F - 806R ซึ่งเป็น universal primers ส าหรับ 16s rRNA 
gene ของแบคทีเรียและอาร์เคีย (Ding และคณะ, 2015) 
 515F - Forward primer: 5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’ 
 806R- Reverse primer: 5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ 
โดยมีรายละเอียดของการท า PCR ด้วยเครื่อง Thermocycler ดังนี้ 
 Initial denaturaing 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 Denaturing  95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 Annealing  53 องศาเซลเซียส 30 วินาที          25 รอบ 
 Extension  68 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 Final ectension 68 องศาเซลเซียส 5 นาที 
 End   12 องศาเซลเซียส   
 2. ท า PCR product ให้บริสุทธิ์เพ่ือแยก free primers และ primer dimers ออก โดยใช้ 
AMPure XP beads 

จากนั้นน าส่งตัวอย่างไปท าการวิเคราะห์ต่อที่ศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์และชีวสารสนเทศ 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (http://www.omicscenter.sc.chula.ac.th) 

3. PCR ครั้งที่ 2 เพ่ือติด indices และ Illumina sequencing กับ PCR product โดยใช้ 
Nextera XT Index Kit และท าการเดินเครื่อง Theromocycler ตามรายละเอียดดังนี้ 

http://www.omicscenter.sc.chula.ac.th/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 58 

Initial denaturaing 95 องศาเซลเซียส 3 นาที 
Denaturing  95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
Annealing  55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 8 รอบ 
Extension  72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
Final ectension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
End   4 องศาเซลเซียส   

 4. ท าบริสุทธิ์ PCR product ครั้งที่ 2 โดยใช้ AMPure XP beads 

 5. ค านวณหาความเข้มข้นของ DNA ในหน่วย nM ซึ่งขึ้นอยู่กับขนาดเฉลี่ยของ DNA โดยใช้ 

Qubit 2.0 Fluorometer และเจือจางความเข้มข้นถึง 4 nM ด้วย 10 nM Tris-HCl pH 8.5 

หลังจากนั้นแต่ละตัวอย่างจะแบ่งเป็นส่วนย่อย ๆ ใส่ใน Eppendorf จ านวนหลอดละ 5 l และท า

การเก็บใน sample library 

 6. ท า  libraly denatured ด้ วย  NaOH เจื อจางด้ วย  hybridization buffer และท า 
denatured ก่อนที่จะท า MiSeq sequencing โดย Illumina MiSeq Sequencer 
 

4.3.3 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในการก าจัดไนโตรเจน ด้วยเทคนคิ 
PCR-sequencing โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม 
 ศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการก าจัดไนโตรเจน ของ Comammox, AOA, 
AOB, NOB (Nitrobacter), NOB (Nitrotoga), NOB (Nitrospira), Anammox และ DNRA โดยมี
รายละเอียดเต่ละขั้นตอนดังนี้  
การท า Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 การท า PCR เป็นขั้นตอนที่เพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วน DNA ในช่วงที่เฉพาะเจาะจงกับจุลินทรีย์
ที่ศึกษา โดยไพรเมอร์ชนิดที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม โดยในงานวิจัยนี้จะใช้  
ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงส าหรับจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการก าจัดไนโตรเจนรวม 8 กลุ่ม ดัง
แสดงในตารางที่ 13 
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โดยมีรายละเอียดของการท า PCR ดังนี้ (บริษัท NEW ENGLAND BioLabs) 

Initial denaturaing  95 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี

 Denaturing   95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

 Annealing           (ขึ้นกับชนิดไพรเมอร์) องศาเซลเซียส 30 วินาที       35 รอบ 

 Extension   68 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

 Final ectension  68 องศาเซลเซียส 5 นาท ี

 End    12 องศาเซลเซียส  

โดยใช้ 10x Standard Reaction Buffer ปริมาตร 5 µl/50µl, 10 mM dNTPs ปริมาตร 1 

µl/50 µl, 10 µM Forward Primer ปริมาตร 1 µl/50 µl, 10 µM Reward Primer ปริมาตร 1 

µl/50 µl, Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.25 µl/50 µl, Template DNA ปริมาตร 2 µl/50 

µl, BSA ปริมาตร 1.5  µl/50 µl และ น้ า (Neclease-free) ปริมาตร 18.275  µl/50 µl เมื่อ PCR 

เสร็จแล้วจะตรวจสอบความถูกต้องของ PCR product โดยใช้ Gel electrophoresis เมื่อล าดับเบส

ถูกต้องจะเข้าสู่ขั้นตอนท า DNA ให้บริสุทธิ์  โดยใช้ตัวอย่างปริมาตร 92 µl ตามขั้นตอนของ 

NucleoSpin® Soil (User Manual MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG.) 

การท า ligation - cloning 
 น า  PCR amplified product ที่ ท า ให้ บ ริ สุ ท ธิ์ แล้ ว มา ligate ลงใน  pGEM®-T Easy 

Vectors โด ย ใส่  2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase จ าน วน  5 µl, pGEM®-T Easy 

Vectors 1 µl, T4 DNA Ligase 1 µl และ PCR product 3 µl ลงใน PCR tube จากนั้นบ่มที่ 4 oC 

เป็น เวลา 17 ชั่ วโมง (Technical manual pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems 

Instructions for Use of Products A1360, A1380, A3600 and A3610) จากนั้นท าการละลาย 

competent cell (เซลล์พร้อมรับ DNA) บนน้ าแข็ง จากนั้นจึงท าการใส่ Rapid Ligation Buffer ลง

ไปผสมกับ competent cell ใส่ชิ้น vector เข้าไปในเซลล์ของ E. coli โดยการ heat shock E. coli 

competent cell ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 - 50 วินาที จากนั้นน าเซลล์กลับแช่ลง

ในน้ าแข็ง 2 นาที เติม SOC medium ให้กับเซลล์แขวนลอยและท าการบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชั่วโมงครึ่ง จากนั้นจึงเพาะเชื้อลงในจานอาหาร LB/ampicillin/IPTG/X-Gal และบ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 - 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงคัดเลือกโคโลนีสีขาวดังรูปที่ 31 (ซึ่ง

มี vector ที่ชิ้น inserted DNA จาก PCR product) ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เพ่ือระบุสาย

พันธุ์จุลินทรีย์ต่อไป (XL1-Blue Competent Cells Catalog #200249) 
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รูปที่ 31 ตัวอย่างจานเพาะเชื อที่มีโคโลนีสีขาว 

การท า OTUs (Operational Taxonomy Unit) analysis 
วิเคราะห์ OTUs เพ่ือจัดกลุ่มของล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละห้องสมุดยีน โดยการน าล าดับ

ของ DNA ที่ใกล้เคียงกันโดย sequences ที่มีความเหมือนของ gene มากกว่า 99% จะถูกจับกลุ่ม
เป็น 1 OTU โดยใช้โปรแกรม CD-HIT (Li และ Godzik, 2006) 
Blast analysis 
 น า DNA sequence ที่ ได้ ไป เข้ าโปรแกรม  nucleotide BLAST เพ่ือเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลใน Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 
Phylogenic analysis 
 ใช้โปรแกรม MEGA Version 7.0 (Kumar และคณะ, 2008) ในการสร้าง Phylogenetic 
tree โดยใช้  Bootstrap method โดยมี Bootstrap Replications ที่  1000 ด้วยวิธี  Maximum 
Composite Likelihood เพ่ือบ่งชี้สายพันธุ์ของจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม โดยเปรียบเทียบกับ reference 
sequences ในสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ชนิดนั้น ๆ  
 
4.4 การทดลองที่ 2 ศึกษากิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนที่สภาวะต่าง ๆ  
 เก็บตัวอย่างฟิลม์ชีวภาพ 1 ครั้ง ในวันที่ 3 พฤกษภาคม 2561 (รูปที่ 30) โดยเก็บตัวอย่าง 3 
จุดต่อ จานหมุนชีวภาพ 1 จาน โดยมีจานหมุนชีวภาพทั้งหมด 4 จาน ดังรูปที่ 27 และ 28 น าตัวอย่าง
ทั้งหมดมาผสมกัน (composite sampling) ศึกษาอัตราการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนภายใต้สภาวะต่าง ๆ 
ตามชนิดของจุลินทรีย์ที่สนใจ ทั้งหมด 4 ชุดการทดลองดังต่อไปนี้ 
1) การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิก เพ่ือศึกษาอัตราการออกซิไดซ์แอมโมเนี ยของ
จุลินทรีย์กลุ่มที่ออกซิไดซ์แอมโมเนีย ได้แก่ Comammox, AOA และ AOB เนื่องจาก จุลินทรีย์กลุ่มนี้
มีออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนและใช้แอมโมเนียเป็นตัวให้อิเล็กตรอน  
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2) การเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะแอโรบิก เพ่ือศึกษาอัตราการออกซิไดซ์ไนไตรท์ของจุลินทรีย์
กลุ่มที่ออกซิไดซ์ไนไตรท์ ได้แก่ NOB กลุ่ม Nitrobacter, Nitrotoga และ Nitrospira เนื่องจาก 
จุ ลิ นทรีย์ กลุ่ มนี้ มี ออกซิ เจน เป็ นตั วรับ อิ เล็ กตรอนและใช้ ไน ไตรท์ เป็ นตั ว ให้ อิ เล็ กตรอน  
3) การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์ เพ่ือศึกษาอัตราการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ
จุลินทรีย์ Anammox เนื่องจาก  Anammox มีแอมโมเนียเป็นตัวรับอิเล็กตรอนและใช้ไนไตรท์เป็น
ตัวให้อิเล็กตรอน  
4) การเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล เพ่ือศึกษาอัตราการรีดิวซ์ไนเตรทของจุลินทรีย์
กลุ่มดิไนตริไฟอิง เนื่องจาก จุลินทรีย์กลุ่มดิไนตริไฟอิง มีไนไตรท์หรือไนไตรทเป็นตัวรับอิเล็กตรอน  
และเมทานอลเป็นตัวให้เล็กตรอน  

การทดลองการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิกและการทดลองการเปลี่ยนรูปไน
ไตรท์ภายใต้สภาวะแอโรบิก ใช้ตัวอย่างฟิล์มชีวภาพจ านวน 50 มิลิกรัม ใส่ในถังพลาสติกที่มีฝาปิด
สนิท ที่บรรจุน้ าเสียสังเคราะห์ที่ท าจากน้ าประปาที่ก าจัดคลอรีนแล้ว จ านวน 1 ลิตร (รูปที่ 32) ที่ 
โดยมีรายละเอียดการเตรียมน้ าเสียสังเคราะห์แสดงในตารางที่ 15 โดยดัดแปลงจากการทดลองของ 
Widdle และ Bak ในปี 1992 และ ธนสิตา ในปี 2556 มีความเข้มข้นของไนโตรเจน ดังรายละเอียด
แสดงในตารางที่ 14  โดยใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) เป็นแหล่งของแอมโมเนีย, โซเดียมไนไตรท์ 
(NaNO2) เป็นแหล่งของไนไตรท์, โซเดียมไนเตรท (NaNO3) เป็นแหล่งของไนเตรทและใช้สารละลาย
โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) เป็นแหล่งคาร์บอน ทีป่ริมาตร 7.2 กรัม/ปริมาณแอมโมเนีย 1 กรัม 
และควบคุมพีเอชให้อยู่ในช่วงระหว่าง 7.0 - 7.8 การควบคุม pH จะใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์เข้มข้น 0.2 นอร์มอล เติมลงในถังพลาสติกเมื่ออ่านค่า pH ได้ต่ ากว่า 7 ตรวจวัดโดยใช้เครื่อง pH 
meter (Alpha PH 560, Thermo scientific, Singapore) การควบคุม DO จะท าการเติมอากาศ
โดยใช้หัวพ่นทรายและใช้ DO Meter (sension 156; HACH) ตรวจวัดให้มีค่าความเข้มข้นของ
ออกซิเจนละลายในน้ ามากกว่า 2.0 mg/L 
 การทดลองการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิก ใช้แอมโมเนียเริ่มต้น 50 mg/l 
จาก 1 โมลของ NH4Cl หนัก 53.49 กรัม จึงใช้ปริมาณ NH4Cl 0.157 กรัม ต่อน้ า 1 ลิตร 
 การทดลองการเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะแอโรบิก ใช้ไนไตรท์เริ่มต้น 25 mg/l จาก 1 
โมลของ NaNO2 หนัก 69 กรัม จึงใช้ปริมาณ NH4Cl 0.04 กรัม ต่อน้ า 1 ลิตร 

การทดลองการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์และการทดลองการเปลี่ยนรูป
ไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล เป็นการทดลองในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ท าโดยน าตัวอย่างฟิล์ม
ชีวภาพจ านวน 25 หรือ 50 มิลิกรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ ที่บรรจุน้ าเสียสังเคราะห์ที่ท าจากน้ าประปาที่
ก าจัดคลอรีนแล้ว จ านวน 1 ลิตร (รูปที่ 33) โดยมีรายละเอียดการเตรียมน้ าเสียสังเคราะห์แสดงใน
ตารางที่ 16 (Foglar และคณะ, 2005) ที่มีความเข้มข้นของไนโตรเจน ดังรายละเอียดแสดงในตาราง
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ที่ 14 โดยใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) เป็นแหล่งของแอมโมเนีย, โซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) เป็น
แหล่งของไนไตรท์, โซเดียมไนเตรท (NaNO3) เป็นแหล่งของไนเตรท ใส่สาร 0.1% Na-rezazurin 
เพ่ือใช้เป็นอินดิเคเตอร์แสดงปริมาณออกซิเจน เมื่อมีออกซิเจนในระบบ 0.1% Na-rezazurin จะ
เปลี่ยนเป็นสีชมพู จากนั้น ต้ม 1 – 2 ชั่วโมง และใส่แก๊สไนโตรเจนลงในขวดรูปชมพู่เพ่ือไล่ออกซิเจน
ออกจากระบบ ท าการแบ่งใส่ขวดแก้วที่มีจุกยางปิดสนิท ดังรูปที่ 33 และพันด้วยแผ่นพาราฟิล์มเพ่ือ
ป้องกันออกซิเจนภายนอกเข้าในระบบ รายละเอียดการเตรียมชุดการทดลองดังรูปที่ 34 

การทดลองการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์ ใช้แอมโมเนียเริ่มต้น 100 
mg/l จาก 1 โมลของ NH4Cl หนัก 53.49 กรัม จึงใช้ปริมาณ NH4Cl 0.31 กรัม ต่อน้ า 1 ลิตร และใช้
ไนไตรท์เริ่มต้น 100 mg/l จาก 1 โมลของ NaNO2 หนัก 69 กรัม จึงใช้ปริมาณ NH4Cl 0.15 กรัม ต่อ
น้ า 1 ลิตร 

การทดลองการเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล ใช้ไนเตรทเริ่มต้น 100 mg/l 
จาก 1 โมลของ NaNO3 หนัก 85 กรัม จึงใช้ปริมาณ NaNO3 0.14 กรัม ต่อน้ า 1 ลิตร เติม yeast 
extract 0.1 กรัม/ลิตร และใช้เมทานอล 2 โมล ต่อไนไตรท์ 1 โมล ซึ่งไนไตรท์ 100 mg/l คิดเป็น 
0.007 โมล ดังนั้น ใช้เมทานอล 0.014 โมล หรือ 0.45 ml ต่อน้ า 1 ลิตร ซึ่งคิดเป็นอัตราส่วน COD:N 
เท่ากับ 6.86:1 

โดยแต่ละชุดจะเตรียมการทดลอง 3 ซ้ า จากนั้น วัดค่าความเข้มข้นของแอมโมเนีย, ไนไตรท์
และไนเตรท ในชุดการทดลองที่ 3 และ 4 ในระหว่างการทดลอง โดยวัดทั้งหมด 10 ช่วงเวลา
ช่วงเวลาละ 3 ซ้ า หรือจนกว่าค่าความเข้มข้นของ แอมโมเนีย, ไนไตรท์และไนเตรท หรือเมทานอลจะ
หมดไป น าค่าทีว่ัดไดต่้อเวลามาค านวณเพื่อวิเคราะห์อัตราการเปลี่ยนรูปของไนโตรเจนสปีชีย์ต่อไป 
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รูปที่ 32 ขวดทดลองภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจน 

 
รูปที่ 33 ขวดทดลองภายใต้สภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 
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รูปที่ 34 การเตรียมการทดลองภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน 
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ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 35 แผนภาพการทดลองท่ี 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ศึกษากิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนที่สภาวะต่าง ๆ ได้แก่  

- การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิก 

- การเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะแอโรบิก 

- การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์ 

- การเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล 

 

วัดอัตราการเปลี่ยนรูปของไนโตรเจนต่อเวลา 

 

ตัวอย่างฟิล์มชีวภาพ 
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ตารางท่ี 14 การทดลองการศึษากิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจน 
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ตารางท่ี 15 ส่วนผสมน  าเสียสังเคราะหส์ าหรับการทดลองในสภาวะท่ีมีออกซิเจน 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 

ปริมาณ/ลิตร หน่วย 

น้ า 1000 มิลลิลิตร 
โปแตสเซียมโบรไมด์ (KBr) 12.6 กรัม 

โปแตสเซียมฟอสเฟต (KH22PO4) 0.1 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 400 กรัม 
สารละลายผสม Nonchelate trace element 5 กรัม 

สารละลายวิตามินรวม 1 มิลลิลิตร 
สารละลายวิตามินบี 12 1 มิลลิลิตร 

สารละลายวิตามินบี 1 1 มิลลิลิตร 

สารละลายซีลีไนท์ทังสเตท 1 มิลลิลิตร 
 
 
ตารางท่ี 16 ส่วนผสมน  าเสียสังเคราะห์ส าหรับการทดลองในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 
ปริมาณ/ลิตร หน่วย 

K2HPO4 2.5 กรัม 

KH2PO4 1 กรัม 
MgSO4.7H2O 0.1 กรัม 

CaCl2.2H2O 0.17 กรัม 
NaCl 5 กรัม 

สารละลาย trace metal mixture 0.1 มิลลิลิตร 

 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 70 

บทที่ 5 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

5.1 การวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์น  า 
จากการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์น้ าเข้า – ออกระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของ

ตลาดสดเป็นระยะเวลา 10 เดือน ตั้งแต่เดือนสิงหาคม 2560 ถึง พฤษภาคม 2561 ผลการวิเคราะห์

แสดงในรูปที่ 36 -37 จากผลการวิเคราะห์ดังกล่าวสามารถสรุปได้ดังตารางที่ 17 พบว่า pH ก่อนเข้า

ระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 6.89 และหลังออกจากระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 6.82, อุณหภูมิก่อนเข้าระบบ

บ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 27.92 oC และหลังออกจากระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 27.66 oC, DO ก่อนเข้าระบบ

บ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 1.89 mg/l และหลังออกจากระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่  4.31 mg/l, COD ก่อนเข้า

ระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 247.68 mg/l และหลังออกจากระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่  44.26 mg/l, 

แอมโมเนียก่อนเข้าระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 77.30 mg/l as N และหลังออกจากระบบบ าบัดมี

ค่าเฉลี่ยที่ 1.18 mg/l, ไนไตรท์ก่อนเข้าระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 0.036 mg/l และหลังออกจากระบบ

บ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 0.67 mg/l และไนเตรทก่อนเข้าระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 2.70 mg/l และหลังออก

จากระบบบ าบัดมีค่าเฉลี่ยที่ 6.23 mg/l ท าให้ทราบว่าระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของ

ตลาดสด สามารถลดปริมาณ COD และแอมโมเนีย คิดเป็นร้อยละ 81.93  และร้อยละ  98.43 

ตามล าดับ (ตารางที่ 18) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าในระบบมีกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชั่นและไนไตรท์

ออกซิเดชันเกิดขึ้น ในขณะเดียวกันมีการเพ่ิมขึ้นของปริมาณไนไตรท์และไนเตรทที่น้อย เพียงร้อยละ 

0.85 และร้อยละ 4.71 ตามล าดับ เมื่อเทียบกับปริมาณแอมโมเนียที่หายไป กล่าวคือ ไม่เกิดการ

สะสมของปริมาณไนไตรท์และไนเตรทในระบบ ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณออกซิเจนละลายน้ าที่ไม่เกิน 

4.31 mg/l เป็นผลท าให้ออกซิเจนในชั้นฟิล์มชีวภาพมีปริมาณน้อยและเป็นสาเหตุที่ก่อให้เกิด

กระบวนการดีไนตริฟิเคชันหรือกระบวนการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนอ่ืนที่ไม่ใช้ออกซิเจนขึ้นได้ในระบบ 

ดังนั้นจะเห็นว่าระบบบ าบัดมีการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียเป็นไนไตรท์ ไนเตรทและไนโตรเจนแก๊สเพ่ือ

ก าจัดออกสู่บรรยากาศได้ โดยอาศัยการท างานร่วมกันของกระบวนการไนตริฟิเคชัน ดีไนตริฟิเคชัน

และกระบวนการอ่ืน ๆ ร่วมกัน 
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รูปที่ 36 การเปลี่ยนแปลง pH, Do, อุณหภูมิและ COD ในน  าเข้า - ออกระบบบ าบัดน  าเสียแบบ

จานหมุนชีวภาพ 
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รูปที่ 37 การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียม, ไนไตรท์และไนเตรทในน  าเข้า - ออกระบบบ าบัดน  าเสีย

แบบจานหมุนชีวภาพ 
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ตารางท่ี 17 ค่าเฉลี่ยพารามิเตอร์น  าเข้า - ออกระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพ 

พารามิเตอร์ เข้าระบบบ าบัด ส่วน
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

ออกระบบบ าบัด ส่วน
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

พีเอช (pH) 6.89  0.13 6.82  0.48 

อุณหภูมิ (oC) 27.92  1.54 27.66  1.65 
ออกซิเจนละลายน  า 
(DO) (mg/l) 

1.89  0.82 4.31  1.14 

COD (mg/l) 247.68  49.78 44.26  20.64 
NH3

+ (mg/l)  77.30  7.71 1.18  0.78 

NO2
- (mg/l) 0.036  0.02 0.67  0.11 

NO3
- (mg/l) 2.70  0.34 6.23  0.29 

ตรวจวัดตั้งแต่ สิงหาคม 2560 - พฤษภาคม 2561 
 
 

ตารางท่ี 18 ร้อยละการก าจัดซีโอดี, แอมโมเนีย, การสะสมไนไตรท์และไนเตรทของระบบบ าบัด

น  าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ 

พารามิเตอร์ ร้อยละการก าจัดเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

COD (mg/l) 81.93  8.27 
NH3

+ (mg/l)  98.43  1.12 
NO2

- (mg/l) 0.85  1.19 
NO3

- (mg/l) 4.71  0.77 
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5.2 การวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ทั งหมดด้วยเทคนิค Next Generation Sequencing 
 จากการวิเคราะห์ Next Generation Sequencing โดยเลือกใช้ไพรเมอร์ 515F - 806R ซึ่ง
เป็น universal primers ส าหรับ 16S rRNA gene ของทั้งแบคทีเรียและอาร์เคีย (Ding และคณะ, 
2015) แสดงให้เห็นว่าไฟลัมของจุลินทรีย์ที่พบมากที่สุด คือ ไฟลัม Proteobacteria คิดเป็นร้อยละ 
62.07 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด (ตารางที่ 19) ซึ่งเป็นไฟลัมที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ
ตรึงไนโตรเจน, แอมโมเนียออกซิเดชัน, ดีไนตริฟิเคชั่น และ DNRA  (Kowalchuk และ Stephen, 
2001) นอกจากนี้ยังพบไฟลัม Bacteroidetes ร้อยละ 10.63 และ ไฟลัม Firmicutes ร้อยละ 7.90 
ซึ่งเป็นไฟลัมที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน ไฟลัม Planctomycetes 
ร้อยละ 5.88 ซึ่งเป็นไฟลัมที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ Anammox  (Francis และ
คณะ, 2007) ไฟลัม Nitrospirae ร้อยละ 3.21 ซึ่งเป็นไฟลัมที่น่าจะพบจุลินทรีย์กลุ่ม Nitrospira 
(Lücker และคณะ, 2010) ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน นอกจากนี้ ยังพบไฟลัม 
Acidobacteria, Verrucomicrobia, Chlorobi, Gemmatimonadetes, Chloroflexi แ ล ะ 
Actinobacteria ร้อยละ 3.02, 1.84, 1.40, 0.72, 0.65 และ 0.45 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ตามล าดับ 
ซึ่งไฟลัม Gemmatimonadetes นั้นเป็นไฟลัมที่น่าจะพบจุลินทรีย์ในกระบวนการ ตรึงไนโตรเจน 
(McClung และคณะ, 1983) และยังพบจุลินทรีย์ในไฟลัมอ่ืน ๆ รวมกันร้อยละ 2.22 ของจุลินทรีย์
ทั้งหมด 
ตารางท่ี 19 ร้อยละของจุลินทรีย์ในระดับไฟลัม (Phylum) ทีต่รวจพบในในฟิล์มชีวภาพ 

ไฟลัม ร้อยละที่พบ 
Proteobacteria 62.07 

Bacteroidetes 10.63 

Firmicutes 7.90 
Planctomycetes 5.88 

Nitrospirae 3.21 

Acidobacteria 3.02 
Verrucomicrobia 1.84 

Chlorobi 1.40 

Gemmatimonadetes 0.72 
Chloroflexi 0.65 

Actinobacteria 0.45 
Other 2.22 
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 ส าหรับการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในระดับคลาส พบจุลินทรีย์ที่เคยถูกรายงานว่ามีบทบาท
เกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพมากที่สุด คือ คลาส Gemmaproteobacteria 
โดยพบร้อยละ 28.00 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด (ตารางที่ 20) ซึ่งเป็นคลาสที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์
ในกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน, คลาส Betaproteobacteria ร้อยละ 26.36 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่ง
เป็นคลาสที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน, คลาส Saprospirae 
ร้อยละ 8.29 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, คลาส Clostridia ร้อยละ 7.90 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็น
คลาสที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน,  คลาส Brocadiae ร้อยละ 5.15 
ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นคลาสที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ Anammox 
นอกจากนี้ ยังพบคลาส Deltaproteobacteria ร้อยละ 3.99 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นคลาสที่
น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ DNRA, คลาส Nitrospira ร้อยละ 3.21 ของจุลินทรีย์
ทั้งหมดซึ่งเป็นคลาสที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน นอกจากนี้ยัง
พบจุลินทรีย์ ในคลาส Alphaproteobacteria, Chloracidobacteria, Sphingobacteriia และ 
Pedosphaerae ร้อยละ 2.60, 1.65, 1.28 และ 1.18 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ตามล าดับ และคลาส 
Epsilonproteobacteria ร้อยละ 1.09 ของจุลินทรีย์ทั้งหมดซึ่งเป็นคลาสที่น่าจะพบประชากร
จุลินทรีย์ในกระบวนการตรึงไนโตรเจน และยังพบจุลินทรีย์ในคลาสอ่ืน ๆ รวมกันร้อยละ 9.27 ของ
จุลินทรีย์ทั้งหมด 
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ตารางท่ี 20 ร้อยละของจุลินทรีย์ในระดับคลาส (Class) ที่ตรวจพบในในฟิล์มชีวภาพ 

คลาส ร้อยละที่พบ 

Gammaproteobacteria 28.00 

Betaproteobacteria 26.38 
Saprospirae 8.29 

Clostridia 7.90 

Brocadiae 5.15 
Deltaproteobacteria 3.99 

Nitrospira 3.21 
Alphaproteobacteria 2.60 

Chloracidobacteria 1.65 

Sphingobacteriia 1.28 
Pedosphaerae 1.18 

Epsilonproteobacteria  1.09 

Other 9.27 
  

ส าหรับการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในระดับออเดอร์ พบจุลินทรีย์ที่เคยถูกรายงานว่ามีบทบาท

เกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพมากที่สุด คือ ออเดอร์ Burkholderiales ร้อยละ 

15.81 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด (ตารางที ่21) รองลงมาคือ ออเดอร์ Psedomonadales ร้อยละ 10.60 

ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นออเดอร์ที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการดีไนตริฟิเคชันอยู่ 

นอกจากนี้ยังพบออเดอร์ Saprospireles ร้อยละ 8.29 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, ออเดอร์ Clostridials 

ร้อยละ 7.90 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นออเดอร์ที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการดีไน

ตริฟิเคชันอยู่ เช่นกัน นอกจากนี้ ยังพบออเดอร์ Rhodocyclales ร้อยละ 7.89 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, 

ออเดอร์ Thiotrichales ร้อยละ 5.55 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, ออเดอร์ Brocadiales ร้อยละ 5.15 

ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นออเดอร์ที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ Anammox , ออ

เดอร์ Xanthomonadales ร้อยละ 5.05 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, ออเดอร์ Alteromonadales ร้อย

ละ 3.89 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, ออเดอร์ Nitrospirales ร้อยละ 3.21 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นออ

เดอร์ที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน, และยังมีจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้อง
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กับวัฏจักรไนโตรเจนในออเดอร์อ่ืน ๆ อีก ได้แก่ ออเดอร์ Campylobacterales ร้อยละ 1.09 ซึ่งเป็น

ออเดอร์ที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการตรึงไนโตรเจน, ออเดอร์ Nitrosomonadales 

ร้อยละ 0.75 ซึ่งเป็นออเดอร์ที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน, ออ

เดอร์   Desulfobacterales ร้อยละ 0.35 ซึ่ งเป็นออเดอร์ที่ น่ าจะพบประชากรจุลินทรีย์ ใน

กระบวนการ DNRA  และยังพบจุลินทรีย์ในออเดอร์อ่ืน ๆ รววมกัน ร้อยละ 70.95 ของจุลินทรีย์

ทั้งหมด 

ตารางท่ี 21 ร้อยละของจุลินทรีย์ในระดับออเดอร์ (Order) ที่ตรวจพบในในฟิล์มชีวภาพ 

ออเดอร์ ร้อยละที่พบ 

Burkholderiales 15.81 
Pseudomonadales 10.60 

Saprospirales 8.29 

Clostridiales 7.90 
Rhodocyclales 7.89 

Thiotrichales 5.55 

Brocadiales 5.15 
Xanthomonadales 5.05 

Alteromonadales  3.89 
Nitrospirales 3.21 

Campylobacterales 1.09 

Nitrosomonadales 0.75 
Desulfobacterales 0.35 

Other 70.95 

ส าหรับการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในระดับแฟมิลี พบจุลินทรีย์ที่เคยถูกรายงานว่ามีบทบาท

เกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพมากที่สุด คือ แฟมิลี Comamonadaceae คิด

เป็นร้อยละ 15.63 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด (ตารางที่ 22) รองลงมาคือ แฟมิลี Pseudomonadaceae 

ร้อยละ 10.60 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นแฟมิลีที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ ในกระบวนการดีไน

ตริฟิเคชัน และพบแฟมิลี Rhodocyclaceae ร้อยละ 7.89 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, จุลินทรีย์ในแฟมิลี 

Clostridiaceae ร้อยละ 7.27 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นแฟมิลีที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ใน
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กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน, พบจุลินทรีย์ในแฟมิลี Brocadiaceae ร้อยละ 5.15 ของจุลินทรีย์

ทั้ งหมด ซึ่ งเป็ นแฟมิลีที่ น่ าจะพบประชากรจุลินทรีย์ ในกระบวนการ Anammox, แฟมิลี 

Thiotrichaceae ร้อยละ 5.12 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, แฟมิลี Saprospiraceae ร้อยละ 3.72 ของ

จุลินทรีย์ทั้งหมด, Xanthomonadaceae ร้อยละ 3.47 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ยังพบจุลินทรีย์ในแฟมิ

ลี Nitrospiraceae ร้อยละ 3.21 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นแฟมิลีที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ใน

กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน, แฟมิลี Chitinophagaceae ร้อยละ 3.16 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, 

แฟมิลี  Campylobacteraceae ร้อยละ 1.09 ของจุลินทรีย์ทั้ งหมด ซึ่ งเป็นแฟมิลีที่น่ าจะพบ

ประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการตรึงไนโตรเจน นอกจากนี้ ยังพบแฟมิลี Nitrosomonadaceae 

ร้อยละ 0.75 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นแฟมิลีที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ

แอมโมเนียออกซิเดชันและ แฟมิลี Desulfobulbaceae ร้อยละ 0.35 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่ง

เป็นแฟมิลีที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการ DNRA และยังพบจุลินทรีย์ในแฟมิลีอ่ืนๆ 

รววมกัน คิดเป็นร้อยละ 71.58 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด 

ตารางท่ี 22 ร้อยละของจุลินทรียใ์นระดับแฟมิลี (Family) ที่ตรวจพบในในฟิล์มชีวภาพ 

แฟมิลี ร้อยละที่พบ 

Comamonadaceae 15.63 
Pseudomonadaceae 10.60 

Rhodocyclaceae 7.89 

Clostridiaceae 7.27 
Brocadiaceae 5.15 

Thiotrichaceae 5.12 

Saprospiraceae 3.72 
Xanthomonadaceae 3.47 

Nitrospiraceae 3.21 

Chitinophagaceae 3.16 
Campylobacteraceae 1.09 

Nitrosomonadaceae 0.75 

Desulfobulbaceae 0.35 

Other 71.58 
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ส าหรับการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในระดับจีนัส พบจุลินทรีย์ที่ เคยถูกรายงานว่ามีบทบาท

เกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพ มากที่ สุ ดสองอันดับแรกคือ คือ  จีนั ส 

Pseudomanas และ Clostridium คิ ด เป็ น ร้อยละ 10.37 และ 7.27 ของจุลิ นทรีย์ ทั้ งหมด 

ตามล าดับ (ตารางที่ 23) ซึ่งเป็นจีนัสที่น่าจะพบประชากรที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน 

รองลงมาคือ จีนัส Dok59 ร้อยละ 7.22 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, จีนัส Candidatus Brocadia ร้อยละ 

5.15 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นจีนัสที่น่าจะพบประชากรที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ Anammox 

นอกจากนี้ยังพบจุลินทรีย์ในจีนัส Thiothrix ร้อยละ 5.12 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด, พบจุลินทรีย์ในจีนัส 

Nitrospira ร้อยละ 3.21 ของจุลินทรีย์ทั้ งหมด ซึ่ งเป็นจีนัสที่น่ าจะพบประชากรจุลินทรีย์ ใน

ก ระบ วน ก า ร ไน ไต รท์ อ อ ก ซิ เด ชั น , จี นั ส  Hydrogenophaga, HTCC, Dokdonella แ ล ะ 

Nannocystis ร้อยละ 2.84, 2.38, 1.81 และ 1.38 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ตามล าดับ นอกจากนี้ ยัง

พบจุลินทรีย์ในจีนีสอ่ืน ที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจน ได้แก่ จีนัส Arcobacter ร้อยละ 1.09 ของ

จุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นจีนัสที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกระบวนการตรึงไนโตรเจนและ จีนัส 

Desulfobulbus ร้อยละ 0.35 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด ซึ่งเป็นจีนัสที่น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ใน

กระบวนการ DNRA และยังพบจุลินทรีย์ในจีนัสอื่น ๆ รววมกัน ร้อยละ 47.40 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด 
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ตารางท่ี 23 ร้อยละของจุลินทรีย์ในระดับจีนัส (Genus) ที่ตรวจพบในในฟิล์มชีวภาพ 

Pseจีนัส ร้อยละที่พบ 

Pseudomonas 10.37 

Clostridium 7.27 
Dok59 7.22 

Candidatus Brocadia 5.15 

Thiothrix 5.12 
Nitrospira 3.21 

Hydrogenophaga 2.84 
HTCC 2.38 

Dokdonella 1.81 

Nannocystis 1.38 
Arcobacter 1.09 

Desulfobulbus 0.35 

Other 41.40 
 

จากตารางที่ 24 ร้อยละของจุลินทรีย์ที่ เคยถูกรายงานว่ามีบทบาทเกี่ยวข้องกับวัฏจักร

ไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพในกลุ่ม Pseudomonas, Clostridium, Candidatus Brocadia, 

Nitrospira, Acrobacter, Nitrosomonadaceae และ Desulfobulbus  (ทั้งนี้ อาจมีจุลินทรีย์ตัว

อ่ืนที่ไม่ได้ระบุในงานวิจัยนี้) แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์ที่มีบทบาทเกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนในระดับ

จีนัสหรือแฟมิลีมีมากถึงร้อยละ 28 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด อย่างไรก็ตาม มีจุลินทรีย์กลุ่มที่ไม่สามารถ

ระบุชนิดของจีนัสได้และไม่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจน คิดเป็นร้อยละ 41 และ 31 ของจุลินทรีย์

ทั้งหมด ตามล าดับ ส าหรับจีนัสที่น่าจะเกี่ยวข้องในกระบวนการตรึงไนโตรเจน คือ จีนัส Acrobacter 

คิดเป็นร้อยละ 1.09  ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด 

ยกตัวอย่างเช่น จุลินทรีย์สายพันธุ์ Arcobacter nitrofigilis เป็นตัวที่สามารถตรึงไนโตรเจนจาก

อากาศได้ (McClung และคณะ, 1983) ส าหรับแฟมิลี Nitrosomonadaceae พบคิดเป็นร้อยละ 

0.75 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด ยกตัวอย่างเช่น 

จุลินทรีย์สายพันธุ์ Nitrosomonas  ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่น่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการแอมโนเนีย
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ออกซิเดชัน  ส าหรับกระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชันจะพบจุลินทรีย์ที่น่าจะเกี่ยวข้องคือ จุลินทรีย์ใน

จีนัส Nitrospira คิดเป็นร้อยละ 3.21 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์ม

ชีวภาพทั้งหมด ส าหรับกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน พบจุลินทรีย์ที่น่าจะเกี่ยวข้องอยู่ในจีนัส 

Pseudomonas  และ Clostridium คิดเป็นร้อยละ 10.37 และ  7.27 ของจุลินทรีย์ที่ เกี่ยวข้อง

กับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด ตามล าดับ ซึ่งพบว่าเป็นจีนัสที่มีมากที่สุดในสอง

อันดับแรกเมื่อเทียบกับจีนัสอ่ืน ๆ  ท าให้เห็นว่าระบบนี้มีจุลินทรีย์ในกระบวนการดีไนตริฟิเคชันเป็น

จุลินทรีย์เด่นในระบบ เช่นเดียวกับจุลินทรีย์ที่น่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการ Anammox ซึ่งเป็น

กระบวนการออกซิไดซ์แอมโมเนียภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน โดยพบจุลินทรีย์ที่น่าจะเกี่ยวข้องกับ

กระบวนการนี้ในจีนัส Candidatus Brocadia ร้อยละ 5.15 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักร

ไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด และส าหรับกระบวนการ DRNA มีจุลินทรีย์ที่น่าจะเก่ียวข้องคือ 

จุลินทรีย์ในจีนัส Desulfobulbus คิดเป็นร้อยละ 0.35 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจน

ที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด จากร้อยละของจุลินทรีย์ที่พบทั้งหมดจะเห็นว่า พบจุลินทรีย์ที่น่าจะ

เกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนทั้ งภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนอย่าง

หลากหลาย สอดคล้องกับการวิเคราะห์พารามิเตอร์น้ าที่มีค่าออกซิเจนละลายน้ าน้อยท าให้ออกซิเจน

ไม่สามารถแพร่ไปได้ทั่วทั้งชั้นฟิล์มชีวภาพ เป็นผลท าให้ในระบบสามารถพบจุลินทรีย์กลุ่มที่เกี่ยวข้อง

ในกระบวนการไนตริฟิเคชันและจุลินทรีย์กลุ่มที่เกี่ยวข้องในกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน, Anammox 

และ DNRA ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการที่เกิดภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจนร่วมด้วยใน

ระบบ โดยถือเป็นกระบวนการหนึ่งที่มีความส าคัญต่อระบบบ าบัดหรือการก าจัดไนโตรเจน สอดคล้อง

กับงานวิจัยก่อนหน้าที่รายงานว่า มีการตรวจพบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในการเปลี่ยนรูป

สารประกอบไนโตรเจนทั้งแบบภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนในระบบบ าบัด

แบบจานหมุนชีวภาพ (Lee และคณะ, 2008) ระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพนี้จึงเหมาะสมส าหรับ

การศึกษาและพัฒนาจุลินทรีย์เฉพาะกลุ่ม ที่เก่ียวข้องในกระบวนการก าจัดไนโตรเจนต่อไป 
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ตารางท่ี 24 ร้อยละของจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทเกี่ยวข้องกับวัฏจักรไนโตรเจนในระดับจีนสัหรือแฟมิลี 

กระบวนการเปลี่ยนรูปไนโตรเจน จีนัสที่พบ ปริมาณ 

กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน Pseudomonas 10.37 

Clostridium 7.27 
กระบวนการ Anammox Candidatus Brocadia 5.15 

กระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน Nitrospira 3.21 

กระบวนการตรึงไนโตรเจน Acrobacter 1.09 
กระบวนการแอมโนเนียออกซิเดชัน Nitrosomonadaceae* 0.75 

กระบวนการ DRNA Desulfobulbus 0.35 
                                                                                                                                                                   * แฟมิลี 

5.3 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในการบ าบัดไนโตรเจน ด้วยเทคนิค PCR-
sequencing โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม 
 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในการบ าบัดไนโตรเจน ด้วยเทคนิค PCR-

sequencing จะใช้ตัวอย่างฟิล์มชีวภาพที่ เก็บครั้งที่ 1 ณ วันที่ 7 กันยายน 2560 และครั้งที่ 2 ณ 

วันที่ 18 มกราคม 2561 โดยเก็บตัวอย่าง 3 จุด ต่อจานหมุนชีวภาพ 1 จาน (บริเวณหัว กลางและ

ท้ายของจานหมุน) รวมทั้งหมด 2 ช่วงเวลา (รูปที่ 30) 

5.3.1 กลุ่มประชากร Comammox (Complete ammonia oxidation) 
ศึ ก ษ า ก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร  Comammox โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์   ComaA-224f ( 5’ -

TAYAAYTGGGTSAAYTA-3’) กับไพรเมอร์ ComaA-659R (5’-ARATCATSGTGCTRTG-3’) และไพร

เม อ ร์  ComaB-224f ( 5’ -TAYTTCTGGACRTTYTA-3’ )  กั บ ไ พ ร เม อ ร์  ComaB-659R (5’ -

ARATCCARACDGTGTG-3’)  (Pjevac และคณะ, 2017) ซึ่ งเฉพาะเจาะจงกับยีน amoA ของ 

Comammox cladeA และ cladeB ตามล าดับ ท าการวิเคราะห์กับตัวอย่างที่เก็บได้ ทั้ง 2 ช่วงเวลา

ในเดือนกันยายน 2560 และเดือนมกราคม 2561 ซึ่ง DNA เป้าหมายจากการท า PCR มีขนาด 415 

bp และได้ท าการ PCR โดยปรับ Annealing Temperature ระหว่าง 42 – 55 oC ดังรูปที่ 38 (ก) 

และ 38 (ข) 
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(ก)  

(ข)  

รูปที่ 38 เจล PCR ของ Comammox ในช่วงเวลาที่ 1(ก) และ 2(ข) 

 จากการศึกษาไม่พบประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม Comammox ทั้ง cladeA และ CladeB ใน

ตั วอย่ างที่ เก็บทั้ ง  2 ช่ วงเวลา ทั้ งนี้ การศึกษาของ Pjecvac, P. และคณ ะ ในปี  2017 พบ 

Comammox ในระบบบ าบัดน้ าเสียได้เฉพาะ CladeA เท่านั้น และจากการศึกษาของ Gonzalez-

Martinez, A. และคณะในปี 2016 พบจุลินทรีย์ Comammox เพียง 1 จาก 9 ระบบบ าบัดน้ าเสียที่

ศึกษาและยังพบว่า Comammox จะเจริญเติบโตไม่ดีเท่ากับ Nitrosomonas ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ใน

กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชันส่วนกระบวนไนไตรท์ออกซิเดชันพบ Nitrospira ตัวอ่ืนที่ไม่ใช่ 

Comammox  
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5.3.2 กลุ่มประชากร AOB (Ammonia oxidizing bacteria) 
ท า ก า ร ศึ ก ษ า ก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร  AOB โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  amoA-1F ( 5’ -

GGGGTTTCTACTGGTGGT-3’) กับ ไพรเมอร์  amoA-2R (5’-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3’) 

(Rotthauwe และคณะ, 1997) ซึ่งเฉพาะเจาะจงกับยีน amoA ของ AOB ท า PCR กับตัวอย่างจาก

ช่วงเวลาที่ 1 โดยมีขนาด DNA เป้าหมาย 491 bp ท าการปรับ Annealing Temperature ระหว่าง 

60 - 55 oC  ได้ ผลดั งรูปที่  39 (ก )  ที่ พบแบนตรงกับขนาด DNA เป้ าหมายที่  Annealing 

Temperature 59, 56.9, 56, 55.3 และ 55 oC  โดยพบว่าที่  Annealing Temperature 55 oC 

แบนที่ได้มีความชัดเจนที่สุด จึงได้ท าการ PCR อีกครั้งที่  Annealing Temperature 55 oC กับ

ตัวอย่างที่เก็บได้ท้ัง 2 ช่วงเวลา ผลดังรูปที่ 39 (ข)  

(ก) (ข)  

รูปที่ 39 เจล PCR ของ AOB ในช่วงเวลาที่ 1(ข-บน) และ 2(ข-ล่าง) 

จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปสร้าง clone library และส่งตัวอย่างจากแต่ละช่วงเวลาไปท าการ

ถอดรหัสพันธุกรรมช่วงเวลาละ 24 ตัวอย่าง ได้ผลดังรูป 40 (ก) และ 40 (ข) โดยกราฟที่ได้แต่ละพีค

แยกออกจากกันชัดเจน ท าให้ทราบว่าไม่มีการปนเปื้อนของ DNA จากจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน 
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(ก) 

 

 

 

(ข) 

 

รูปที่ 40 ตัวอย่างกราฟล าดับเบสของ AOB 

จ าก นั้ น น า ผ ล  sequence ที่ ได้ ม า  Blast (https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi) โดยมี sequence ทั้งสิ้น 48 sequences ผลการ blast แสดงให้เห็นว่าทุก sequence มีความ

ใกล้เคียงกับ AOB ที่มีรายงานมาก่อนในฐานข้อมูล โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% Identity) อยู่

ในช่วง 97 – 100 % จากการวิเคราะห์ OTU ที่มี % ความเหมือนของ sequence มากกว่า 97 % 

สามารถจัดกลุ่ม sequence ของตัวอย่างฟิล์มชึวภาพที่เก็บจากช่วงเวลาที่ 1 และ 2 ได้ช่วงเวลาละ 

10 OTUs จากนั้นน าตัวแทน sequence แต่ละ OTU มาวิ เคราะห์  Phylogengetic tree กับ 

reference ของ AOB ด้วยโปรแกรม Mega 7  ได้ผลออกมาดังรูปที่  41 โดยพบว่า AOB ของระบบ

บ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด มีความใกล้เคียงกับ AOB กลุ่ม Nitrosomonas 

europaea เพียงกลุ่ม เดียว ประชากรจุลินทรีย์กลุ่ม  AOB มีการแบ่ งเป็นกลุ่มย่อย ๆ ดังนี้ 

Nitrosomonas europea มี ค่ า  Ks ขอ งแอม โม เนี ย ตั้ งแ ต่  1.62– 27.44 mgN/l (Park แล ะ 

Noguera, 2007), (Laanbroek และคณ ะ, 1994), Nitrosomonas oligotropha มีค่ า Ks ของ

แอมโมเนียตั้ งแต่  0.238 – 1.86 mgN/l (Suwa และคณะ, 1994), (Koops และคณะ, 2006), 

Nitrosomonas eutropha มีค่า Ks ของแอมโมเนียตั้งแต่ 10.5 – 27.01 mgN/l(Stehr และคณะ, 

1995), (Koops และคณะ, 2006), Nitrosococcus mobilis มีค่า Ks ของแอมโมเนียตั้งแต่ 13.28 – 

27.01 mgN/l (Koops และคณะ, 2006) และ Nitrosospira sp. มีค่า Ks ของแอมโมเนียตั้งแต่ 0.54 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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– 4.466 mgN/ l (Ward แ ล ะ ค ณ ะ , 2000) , (Jiang แ ล ะ  Bakken, 1999) จ า ก ผ ล ข้ า ง ต้ น 

Nitrosomonas europea มีช่วงค่า Ks สูงกว่า AOB กลุ่มอ่ืน ๆ ท าให้พบ Nitrosomonas europea 

ได้ในระบบที่มีความเข้มข้นแอมโมเนียสูง ซึ่งสอดคล้องกับระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ

ของตลาดสด ที่มีค่าเฉลี่ยของแอมโมเนียน้ าเข้าประมาณ 77.30 mg/l และน้ าออกประมาณ 1.18 

mg/l นอกจากนี้ ไม่พบความแตกต่างของกลุ่มประชากร AOB ในตัวอย่างที่เก็บจากทั้ง 2 ช่วงเวลาที่

ศึกษา เนื่องจากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสดมีการเปิดใช้งานตลอดทั้งปีและ

มีค่าพารามิเตอร์น้ าใกล้เคียงกันตลอดทั้งป ี 
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รูปที่ 41 สายวิวัฒนาการของประชากรจุลินทรีย์กลุ่ม AOB 
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5.3.3 กลุ่มประชากร AOA (Ammonia oxidizing archaea) 
ศึกษากลุ่มประชากร AOA โดยใช้ไพรเมอร์ Arch-amoAF (5’-STAATGGTCTGGCTTAGACG-

3’) กับไพรเมอร์ Arch-amoAR (5’-GCGGCCATCCATCTGTATGT-3’) (Francis และคณะ, 2005) 

ซึ่งเฉพาะเจาะจงกับยีน amoA ของ AOA โดยมีขนาด DNA เป้าหมายที่ได้จากการ PCR คือ 635 bp 

ทั้งนี้ได้ท า PCR โดยปรับ Anneling Temperature ที ่60 -50 oC กับตัวอย่างที่เก็บได้ทั้ง 2 ช่วงเวลา

รูปที่ 42 

 

รูปที่ 42 เจล PCR ของ AOA ในช่วงเวลาที่ 1(บน) และ 2(ล่าง) 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าไม่พบจุลินทรีย์กลุ่ม AOA ในทุก Anneling Temperature ที่

ศึกษา ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากจุลินทรีย์กลุ่มนี้ จะเจริญได้ดีในสิ่งแวดล้อมที่แอมโมเนียไม่สูงนัก มี AOA 

เพียงชนิดเดียวเท่านั้นที่สามารถเจริญเติบโตดีที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียสูงถึง 270 mg/l ได้ คือ 

Nitrososphaera viennensis (Tourna และคณะ, 2011) ทั้ งนี้  โดยเมื่ อพิจารณาค่า Ks ของ

แอมโมเนียในกลุ่ม AOA จะพบว่า AOA มีค่า Ks ต่ ามากที่ 0.001862 mg-N/l (Martens-Habbena 

และคณะ, 2009) และ 0.00854 mg-N/l (Park และคณะ, 2010) โดยในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจาน

หมุนชีวภาพของตลาดสดมีความเข้มข้นของแอมโมเนียขาเข้าเฉลี่ยสูงถึง 77.30 mg/l และน้ าออก

ประมาณ 1.18 mg/l ท าให้ไม่พบจุลินทรีย์ในกลุ่มดังกล่าว 
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5.3.4 กลุ่มประชากร NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrobacter) 
ศึ ก ษ า ก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร  NOB (Nitrobacter)  โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  P338f ( 5’ -

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) กับ ไพรเมอร์  NIT3 (5’-CCTGTGCTCCATGCTCCG-3’) (Jie 

และ Daping, 2008) ซึ่ งเฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA ของ Nitrobacter โดยมีขนาด DNA 

เป้าหมายของการท า PCR คือ 635  bp ทั้ งนี้ ได้ท า PCR ตัวอย่างจากช่วงเวลาที่  1 โดยปรับ 

Annealing Temperature ที่ 62 – 50 oC ดังรูปที่  43 (ก) จากนั้นท า PCR อีกครั้งที่ Annealing 

Temperature 65 oC กับตัวอย่างท่ีเก็บได้ทั้ง 2 ช่วงเวลา ได้ผลดังรูปที ่43 (ข) 

(ก)  

(ข)  

รูปที่ 43 เจล PCR ของ Nitrobacter ในช่วงเวลาที่ 1 และ 2 

จากการทดลองแบนด์ที่แสดงความยาวของ DNA เป้าหมายจากการท า PCR ของผลิตภัณฑ์ที่

ได้มีขนาดน้อยกว่า 600 bp ซึ่งแบนด์เป้าหมายส าหรับ Nitrobacter ที่ท าการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วย

ไพรเมอร์ P338f กับ NIT3 มีขนาด 635 bp ทั้งนี้ไพรเมอร์ P338f กับไพรเมอร์ NIT3 เฉพาะเจาะจง

กับยีน 16S rRNA ของ NOB แต่เนื่องจากไพรเมอร์นี้เฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA อาจท าให้ไป

เพ่ิมปริมาณ DNA ของจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ ที่ไม่ใช่ขนาด 635 bp อีกทั้งโดยทั่วไป 
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Nitrobacter มีค่า Ks อยู่ที่ 1.49 -17.36 mg-N/l (Ge และคณะ, 2015) และระบบบ าบัดน้ าเสียแบบ

จานหมุนชีวภาพของตลาดสดพบไนไตรท์ขาเข้าและขาออกเฉลี่ยที่ 0.036 และ 0.67 mg/l ตามล าดับ 

ถือเป็นระบบที่มีความเข้มข้นไนไตรท์สูง ซึ่งอาจไม่เหมาะส าหรับ Nitrobacter 

 
5.3.5 กลุ่มประชากร NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrotoga) 
ศึ ก ษ า ก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร  NOB (Nitrotoga)  โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เม อ ร์  Ntoga124F ( 5’ -

ATCGGAACGTACCCGGAAA-3’) กับไพรเมอร์ Ntoga1462R (5’-CGAACCCTACCGTGGCAAC-3’) 

(Lücker และคณะ, 2015) ซึ่งเฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA ของ Nitrotoga ที่มีขนาด DNA 

เป้าหมายของการท า PCR ที่ 1300 bp ทั้งนี้ได้ท า PCR โดยปรับ Annealing Temperature ในช่วง

อุณหภูมิ 62 และ 60 oC กับตัวอย่างท่ีเก็บได้ทั้ง 2 ช่วงเวลาดังรูปที ่ 44 

 

รูปที่ 44 เจล PCR ของ Nitrotoga ในช่วงเวลาที่ 1 และ 2 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าไม่สามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วน DNA ของ Nitrotoga ได้ ทั้งนี้ 

จากการศึกษาของ (Lücker และคณะ, 2015) โดยใช้เทคนิด PCR ในการศึกษาจุลินทรีย์ในกลุ่ม 

Nitrotoga ในระบบบ าบัดน้ าเสียจ านวน 21 แห่ง พบจุลินทรีย์ในกลุ่ม Nitrotoga ในระบบบ าบัดน้ า

เสีย 11 แห่ง ที่มีแอมโมเนียเข้าระบบที่ 8.32 – 60 mg-N/l โดยระบบบ าบัดอีก 10 แห่งไม่พบ

จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้โดยตั้งข้อสังเกตว่าระบบบ าบัด 10 แห่งนั้นจะมีแอมโมเนียเข้าระบบ ตั้งแต่ 56 – 

970 mg-N/l อาจเป็นไปได้ว่าจุลินทรีย์กลุ่มนี้ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ในสิ่งแวดล้อมที่มีแอมโมเนียสูง

อย่างระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสดที่มีค่าแอมโมเนียเข้าระบบ 77.30 mg-N/l 

ซึ่งต้องมีการศึกษาต่อไปในอนาคต 
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5.3.6 กลุ่มประชากร NOB (Nitrite oxidizing bacteria - Nitrospira) 
ศึ ก ษ า ก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร  NOB ( Nitrospira)  โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  P338f ( 5’ -

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) กับ ไพรเมอร์  Nstpa0685r (5’-CGGGAATTCCGCGCTC-3’) 

(Liu และคณะ, 2008) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA ของ Nitrospira ที่มีขนาด 

DNA เป้าหมายของการท า PCR ที่ 320 bp ท า PCR ตัวอย่างจากช่วงเวลาที่ 1 โดยปรับ  Annealing 

Temperature ในช่วงอุณหภูมิที่  65 - 55 oC  ได้ผลดั งรูปที่  45 (ก) โดยพบว่าที่  Annealing 

Temperature 55 oC  แบนด์มีความเข้มชัดเจนที่สุด จึงท า PCR อีกครั้งกับตัวอย่างที่เก็บได้จากท้ัง 2 

ช่วงเวลา ที่ Annealing Temperature ที่ 55 oC ได้ผลดังรูปที่ 45 (ข) ซึ่งขนาดของ DNA ที่ได้จาก

การ PCR ของผลิตภัณฑ์ตรงกับขนาดของ DNA เป้าหมาย 

(ก) (ข)  

รูปที่ 45 เจล PCR ของ Nitrospira ในช่วงเวลาที่ 1 และ 2 ของไพรเมอร์ P338f กับไพรเมอร์ 

Nstpa0685r 

จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ ได้ ไปสร้าง clone library และส่งตัวอย่างไปท าการถอดรหัส

พันธุกรรมทั้งหมด 3 ตัวอย่าง ได้ผลดังรูป 46 (ก) และ 46 (ข) โดยกราฟที่ได้แต่ละพีคแยกออกจากกัน

ชัดเจน ท าให้ทราบว่าไม่มีการปนเปื้อนของ DNA จากจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน 
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(ก)  

(ข)  

รูปที่ 46 ตัวอย่างกราฟล าดับเบสของ Nitrospira 

จากนั้นจึง Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) กับตัวอย่างที่เก็บจากทั้ง 2 

ช่วงเวลา จ านวน 3 ตัวอย่าง พบว่า sequence ที่ได้ไม่มีความใกล้เคียงกับ Nitrospira โดยมีความ

ใกล้เคียงกับจุลินทรีย์ในสายพันธุอ่ืนที่ไม่ใช่ Nitrospira ได้แก่ clone OTU469, clone OTU_8695 

และ clone OTU754_sMFC_T1.23572 ผลการวิเคราะห์แสดงในตารางที่ 25 

ตารางท่ี 25 ผล Blast ของ Nitrospira โดยใช้ไพรเมอร์ P338f กับไพรเมอร์ Nstpa0685r 

Accession 
Number 

Score Identities Source 

Bit Raw Evalue Match Total Pct.(%) 

MF692278.1 342 185 6e-92 192 195 98 >MF692278.1:97-290 Uncultured bacterium 
clone OTU469 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

KX975981.1 377 204 8e-
101 

232 245 95 >KX975981.1:48-289 Uncultured bacterium 
clone OTU_8695 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

MG101621.1 477 258 8e-
131 

262 264 99 >MG101621.1:61-324 Uncultured bacterium 
clone OTU754_sMFC_T1.23572 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
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จากนั้นท าการทดลองอีกครั้ง โดยเปลี่ยนไพรเมอร์ เนื่องจากไพรเมอร์ที่ใช้วิเคราะห์ในครั้ง

แรกอาจไม่เฉพาะเจาะจงต่อ Nitrospira จึงเพ่ิมปริมาณ DNA ของจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน ที่มีขนาดของ

ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ  Nitrospira โ ด ย เป ลี่ ย น ม า ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  EUB338 ( 5’ - 

ACTCCTACGGGAGGCAGC-3’) (Amann แล ะค ณ ะ , 1990) กั บ ไพ ร เม อ ร์  Nstpa0685r (5’ -

CGGGAATTCCGCGCTC-3’) ที่มีขนาดของ DNA เป้าหมายที่ได้จากการ PCR ที่ 320 bp โดยท า 

PCR อีกครั้งกับตัวอย่างที่เก็บได้ทั้ง 2 ช่วงเวลา ที่ Annealing Temperature 55 oC ได้ผลดังรูปที่  

47 

 

รูปที่ 47 เจล PCR ของ Nitrospira ในช่วงเวลาที่ 1 และ 2 ของไพรเมอร์ EUB338 กับไพรเมอร์ 

Nstpa0685r 

โดยพบว่าขนาดของ DNA ที่ได้จากการท า PCR มีขนาดมากกว่า 320 bp ซึ่งไม่เท่ากับขนาด

ของ DNA เป้าหมายที่ 320 bp จากการทดลองกับชุดไพรเมอร์ P338f กับไพรเมอร์ Nstpa0685r 

และไพรเมอร์ EUB338 กับไพรเมอร์ Nstpa0685r ท าให้สามารถสรุปได้ว่า ไม่พบประชากรจุลินทรีย์

ในกลุ่ม Nitrospira ทั้งนี้จากการศึกษาค่า Ks ของไนไตรท์ในกลุ่ม Nitrospira พบว่าอยู่ที่ 0.11 – 0.5 

mg-N/l (Ge และคณะ, 2015) ท าให้ในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสดที่พบไน

ไตรท์เฉลี่ยที่ 0.85 mg/l น่าจะพบประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม Nitrospira อย่างไรก็ตามการศึกษากลุ่ม

ประชากรจุลินทรีย์ทั้ งหมดด้วยเทคนิค Next Generation Sequencing พบจุลินทรีย์ ในจีนัส 

Nitrospira คิดเป็นร้อยละ 3.21 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพ

ทั้งหมด ทั้งนี้การศึกษาโดยเทคนิด PCR ไม่พบประชากรจุลินทรีย์กลุ่ม Nitrospira อาจเนื่องมาจาก

ชุดของไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA ที่อาจท าให้เพ่ิมปริมาณ DNA ของจุลินทรีย์

กลุ่มอ่ืนได้ง่ายกว่ากลุ่ม Nitrospira  
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5.3.7 กลุ่มประชากร Anammox (Anaerobic ammonia oxidation) 
ศึกษากลุ่มประชากร Anammox โดยใช้ไพรเมอร์ A438f (5’-GTCRGGAGTTADGAAATG-3’) 

กั บ ไพ ร เม อ ร์  A684r (5’ -ACCAGAAGTTCCACTCTC-3’ ) (Humbert แ ล ะ ค ณ ะ , 2012) ซึ่ ง

เฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA โดยมีขนาดของ DNA เป้าหมายจากการท า PCR ที่ 248 bp ท า 

PCR ตัวอย่างจากช่วงเวลาที่ 1 โดยปรับ Annealing Temperature ที่ช่วงอุณหภูมิ 60 - 50 oC  

ได้ผลดังรูปที่ 48 (ก) โดยพบว่า Annealing Temperature ที่ 57 oC แบนด์ที่ได้มีความคมชัดที่สุด

และมี primer dimer น้อยที่สุด จึงท า PCR อีกครั้งกับตัวอย่างที่เก็บได้จากทั้ง 2 ช่วงเวลา โดยใช้ 

Annealing Temperature ที่ 57 oC ได้ผลดังรูปที่ 48 (ข)  

(ก)  

(ข)  

รูปที่ 48 เจล PCR ของ Anammox ในช่วงเวลาที่ 1(ก) และ 2(ข) 

จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ ได้ ไปสร้าง clone library และส่งตัวอย่างไปท าการถอดรหัส

พันธุกรรมช่วงเวลาละ 20 ตัวอย่าง ได้ผลดังรูปที่ 49 (ก) และ 49 (ข) โดยกราฟที่ได้แต่ละกราฟพีค

แยกออกจากกันชัดเจน ท าให้ทราบว่าไม่มีการปนเปื้อนของ DNA จากจุลินทรีย์กลุ่มอื่น 
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(ก) 

 

(ข) 

 

รูปที่ 49 ตัวอย่างกราฟล าดับเบสของ Anammox 

จ า ก นั้ น จึ ง  Blast (https:/ / blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  sequence ทั้ ง  51 

sequences จากตัวอย่างทั้ง 2 ช่วงเวลาที่ท าการวิเคราะห์ โดยกราฟ sequence ทั้ง 51 sequence 

มีความใกล้เคียงกับ Aammox โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% Identity) อยู่ที่  99 – 100 % 

จากนั้นได้วิเคราะห์ OTU ด้วยโปรแกรม ใช้โปรแกรม CD-HIT พบว่าสามารถแบ่ง sequence ได้

ช่ ว งเวล าละ  5 OTUs จากนั้ น น า  sequence ที่ เป็ น ตั วแทนของแต่ ล ะ  OTU มาวิ เค ระห์ 

Phylogengetic tree ด้วยโปรแกรม Mega 7  ได้ผลดังรูปที่ 50 ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่า 
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Anammox ที่พบในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด มีความใกล้เคียงกับ

จุลินทรีย์  anammox กลุ่ม Candidatus Brocadia เพียงกลุ่มเดียว จุลินทรีย์  Anammox จะ

สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มย่อย ได้เป็น Candidatus Brocadia มีค่า Ks ของแอมโมเนียและค่า Ks 

ของไนไตรท์ที่  0.54 และ 1.564 mg-N/l ตามล าดับ (Oshiki และคณะ, 2011), Candidatus 

Jettenia มีค่า Ks ของแอมโมเนียและค่า Ks ของไนไตรท์ที่ 0.3 และ 1.637 mg-N/l ตามล าดับ (Ali 

และคณะ, 2015), Candidatus Anammoxidans มีค่า Ks ของแอมโมเนียและค่า Ks ของไนไตรท์ที่ 

0.09 และ 0.23 mg-N/l ตามล าดับ (Jetten และคณะ, 2005), Candidatus Kuenenia มีค่า Ks 

ของไนไตรท์ที่ 0.0092 – 0.138 mg-N/l ตามล าดับ(Ali และคณะ, 2015), Candidatus Sclindua 

มีค่า Ks ของแอมโมเนียและค่า Ks ของไนไตรท์ที่ 0.054 และ 0.0207 mg-N/l (Awata และคณะ, 

2013) ตามล าดับ ท าให้ในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสดที่มีค่าเฉลี่ยของ

แอมโมเนียทั้งปีประมาณ 77.30 mg-N/l และไนไตรท์เฉลี่ยไม่เกิน 0.67 mg-N/l พบเพียงกลุ่ม 

Candidatus Brocadia นอกจากนี้ในตัวอย่างที่เก็บจากทั้ง 2 ช่วงเวลาที่ศึกษา ไม่พบความแตกต่าง

ของประชากรจุลินทรีย์ Anammox เนื่องจากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด มี

การเปิดใช้งานตลอดทั้งปีท าให้มีค่าพารามิเตอร์น้ า ที่เอ้ือต่อการเกิดประชากรจุลินทรีย์ที่ใกล้เคียงกัน 

 

รูปที่ 50 สายวิวัฒนาการของประชากรจุลินทรีย์กลุ่ม Anammox 
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5.3.8 กลุ่มประชากร DNRA (Dissimilatory nitrate reduction to ammonium) 
ศึกษากลุ่มประชากร DNRA โดยใช้ไพรเมอร์ nrfA2aw (5’-CARTGYCAYGTBGARTA-3’) กับ

ไพรเมอร์ nrfAR1 (5’-TWNGGCATRTGRCARTC-3’) (Welsh และคณะ, 2014) และใช้ไพรเมอร์ 

F1nrfA (5’-GCNTGYTGGWSNTGYAA-3’) กับไพรเมอร์ R1nrfA (5’-TWNGGCATRTGRCARTC-3’) 

(Mohan และคณะ, 2004) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน nrfA โดย DNA เป้าหมายที่ได้จาก

การท า PCR มี ขนาดอยู่ ที่  269 bp และ 520 pb ตามล าดั บ  ท าPCR โดยปรับ  Annealing 

Temperature ที่อุณหภูมิ 60 และ 53 oC ในไพรเมอร์ชุดที่ 1 และปรับ Annealing Temperature 

ที่อุณหภูมิ 45 oC ในไพรเมอร์ชุดที่ 2 ได้ผลดังรูปที่ 51 (ก) ซึ่งไพรเมอร์ชุดที่ 1 มีขนาดของผลิตภัณฑ์

ที่ ได้จากการ PCR ที่  269 bp ตรงกับขนาดของ DNA เป้าหมายจากการท า PCR และเลือกใช้ 

Annealing Temperature ที่  53 oC เนื่องจากพบแบนด์ที่มีความชัดเจนมากกว่าที่  Annealing 

Temperature 60 oC จึ งท า  PCR อี ก ค รั้ ง กั บ ตั ว อ ย่ า งทั้ ง  2 ช่ ว ง เว ล า โด ย ใช้  Annealing 

Temperature ที่ 53 oC ได้ผลดังรูปที ่51 (ข) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าพบขนาดของผลิตภัณฑ์ที่

ได้จากการ PCR ที่ 269 bp และต่ ากว่าอีก 1 แถบ จึงตัดเจลและท าให้บริสุทธิ์และรันเจลอีกครั้ง 

ได้ผลดังรูปที่ 51 (ค) ส่วนไพรเมอร์ชุดที่ 2 ไม่พบแบนด์ใด ๆ จากการเพ่ิมปริมาณ DNA โดยใช้ไพร

เมอร์ชุดดังกล่าว  
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(ก)  

(ข)  

 (ค)  

รูปที่ 51 เจล PCR ของ DNRA ในช่วงเวลาที่ 1 และ 2  
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จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ ได้ ไปสร้าง clone library และส่งตัวอย่างไปท าการถอดรหัส

พันธุกรรมช่วงเวลาละ 10 ตัวอย่าง ได้ผลดังรูปที่ 52 (ก) และ 52 (ข) โดยกราฟที่ได้แต่ละกราฟพีค

แยกออกจากกันชันเจน ท าให้ทราบว่าไม่มีการปนเปื้อนของ DNA จากจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน 

(ก) 

 

(ข) 

 

รูปที่ 52 ตัวอย่างกราฟล าดับเบสของ DNRA 

จ าก นั้ น น า ผ ล  sequence ที่ ได้ ม า  Blast (https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi) โดยมี sequence ทั้งสิ้น 20 sequence มีความใกล้เคียงกับยีน nrfA ของ DNRA ทั้งหมด 6 

ตัวอย่าง โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% Identity) อยู่ที่ 78 – 91 % ดังตารางที่ 26 และวิเคราะห์ 

Phylogenetics tree ด้วยโปรแกรม Mega 7 เปรียบเทียบกับ reference ของ DNRA จากยีน 16S 

rRNA ดังรูปที่ 53 

ตารางท่ี 26 ผล Blast ของ DNRA 

Accession 
Number 

Score Identities Source 

Bit Raw Evalue Match Total Pct.(%) 

KT423319.1 
 

63.
9 

34 2.00E-
06 

82 105 78 ">KT423319.1 Uncultured bacterium 
clone nrfA_October_Deep_42 
cytochrome c nitrite reductase (nrfA) 
gene, partial cds 
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Accession 
Number 

Score Identities Source 

Bit Raw Evalue Match Total Pct.(%) 

LC230543.1 
 

73.
1 

39 3.00E-
09 

66 79 84 >LC230543.1:90-167 Uncultured 
prokaryote nrfA gene for ammonia-
forming nitrite reductase, partial cds,  

JX293780.1 12
1 

65 1.00E-
23 

137 137 79 >JX293780.1 Uncultured bacterium 
clone HCC2 nitrite reductase (nrfA) 
gene, partial cds 

KT954305.1 62.
1 

33 6.00E-
06 

41 45 91 >KT954304.1 Uncultured bacterium 
clone UAJA81 nitrite reductase (nrfA) 
gene, partial cds 

MF535630.1 13
9 

75 3.00E-
29 

127 153 83 >MF535630.1 Uncultured bacterium 
clone B23 cytochrome C nitrite 
reductase (nrfA) gene, partial cds 

JX293790.1 67.
6 

36 1.00E-
07 

78 99 79 >JX293790.1:133-231 Uncultured 
bacterium clone UCE3 nitrite 
reductase (nrfA) gene, partial cds 

 

 
รูปที่ 53 สายวิวัฒนาการของประชากรจุลินทรีย์กลุ่ม DNRA 

 จากรูปที่ 53 จะเห็นว่าจุลินทรีย์กลุ่ม DNRA ในระบบที่ท าการวิเคราะห์ Phylogenetics 
tree มีความแตกต่างจากสายวิวัฒนาการของกลุ่มที่น ามาอ้างอิง เนื่องจาก DNRA ที่ใช้ในการใน
อ้างอิงนั้น เป็น DNRA จากการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA ซึ่งต่างจาก DNRA ที่ได้จากการวิเคราะห์ใน
งานวิจัยนี้ที่ใช้ยีน nrfA 
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5.4 กิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนที่สภาวะต่าง ๆ 
การศึกษาโดยใช้เทคโนโลยี Next Generation Sequencing แสดงให้เห็นว่า พบการมีอยู่ของ

ประชากรจุลินทรีย์ ในขั้นตอนตรึงไนโตรเจน , แอมโมเนียออกซิเดชัน , ไนไตรท์ออกซิ เดชัน, 
Anammox, ดีไนตริฟิเคชั่นและ DNRA ในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด  จึง
จ าเป็นต้องมีการศึกษาอัตราการเปลี่ยนรูปของแอมโมเนียไนไตรท์และไนเตรท ในสภาวะต่างๆ เพ่ือ
ศึกษาการท างานของจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม ดังนี้ 

 
5.4.1 การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิก 
ศึกษาการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน (รูปที่ 54) โดยใช้แอมโมเนียเริ่มต้น

ที่ 50 mg/l ใช้ปริมาณตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้นที่ 50 mg/l โดยตรวจวัดค่า pH DO และ อุณหภูมิ 

ตลอดการทดลอง 10 ชั่วโมง ได้ค่าเฉลี่ยที่ 7.57, 6.29 mg/l และ 26.14 oC ตามล าดับ ซึ่งเป็นสภาวะ

ที่เหมาะสมในการเกิดกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน ส าหรับค่าแอมโมเนียเริ่มต้น 43.03 mg/l 

ลดลงเหลือ 0 mg/l ภายในเวลา 10 ชั่วโมง โดยคิดเป็นอัตราการลดลงเฉลี่ยในช่วง 5 ชั่วโมงแรกที่ 

4.99 mg/l-hr ซึ่งเป็นช่วงที่มีการลดลงมากที่สุด ในขณะเดียวกันผลไนเตรทเพ่ิมขึ้นจาก 0 mg/l เป็น 

35.58 mg/l ภายในชั่วโมงที่ 10 คิดเป็นอัตราการเพ่ิมขึ้นเฉลี่ยในช่วง 5 ชั่วโมงสุดท้ายที่ 4.44 mg/l-

hr  ซึ่งเป็นช่วงที่มีอัตราการเพ่ิมขึ้นมากที่สุด และไม่พบการสะสมไนไตรท์ในระบบ พบการทดลองนี้

สอดคล้องกับผลการศึกษาในหัวข้อ 5.2 ที่ศึกษาประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิด Next Generation 

Sequencing พบแฟมิลี Nitrosomonadaceae ที่พบคิดเป็นร้อยละ 0.75 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้อง

กับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด ซึ่งเป็นจีนัสที่มีจุลินทรีย์ที่น่าจะเกี่ยวข้องกับ

กระบวนการแอมโนเนียออกซิเดชัน (ตารางที่ 24) และสอดคล้องกับการศึกษาในหัวข้อ 5.3 ที่ศึกษา

ประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิด PCR พบกลุ่มประชากร AOB (รูปที่ 41) แต่ไม่มีการพบจุลินทรีย์ใน

กลุ่ม Comammox และ AOA ท าให้ทราบว่า ในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพนั้น มี

จุลินทรีย์กลุ่ม AOB เป็นกลุ่มที่ท างานหลักในการออกซิไดซ์แอมโมเนียให้กลายเป็นไนไตรท์ได้ในระบบ 
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รูปที่ 54 การเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะแอโรบิก 

 5.4.2 การเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะแอโรบิก 
ศึกษาการเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน (รูปที่ 55) โดยใช้ไนไตรท์เริ่มต้นที่ 

25 mg/l ใช้ปริมาณตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้นที่ 50 mg/l โดยตรวจวัดค่า pH DO และ อุณหภูมิ ตลอด

การทดลอง 10 ชั่วโมงได้ค่าเฉลี่ยที่ 7.83 6.89 mg/l และ 25.94 oC ตามล าดับ ซึ่งเป็นสภาวะที่

เหมาะสมในการเกิดกระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน วัดค่าแอมโมเนียมีเริ่มต้นในระบบได้เล็กน้อย

จากตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสดที่ 6.60 mg/l และใน

ชั่วโมงที่ 10 ลดลงเหลือ 0.07 mg/l ค่าไนไตรท์เริ่มต้นที่ 26.85 mg/l ลดลงเหลือ 0 mg/l ภายใน

เวลา 8 ชั่วโมง คิดเป็นอัตราการลดลงเฉลี่ยในช่วง 3 ชั่วโมงแรกท่ี 3.01 mg/l-hr ซึ่งเป็นช่วงที่มีอัตรา

การลดลงมากที่สุด ในขณะเดียวกัน ไนเตรทมีการเพ่ิมขึ้นเป็น 31.49 mg/l ภายในเวลา 10 ชั่วโมง 

คิดเป็นอัตราการเพ่ิมขึ้นเฉลี่ยในช่วง 3 ชั่วโมงแรกที่ 7.26 mg/l-hr ซึ่งเป็นช่วงที่มีอัตราการเพ่ิมขึ้น

มากที่สุด ท าให้ไม่สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ในหัวข้อ 5.2 ที่มีการใช้เทคโนโลยี Next Generation 

Sequencing ที่พบจุลินทรีย์ในจีนัส Nitrospira คิดเป็นร้อยละ 3.21 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎ

จักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด (ตารางที่  24)  ที่ เกี่ยวข้องกับกระบวนการไนไตรท์

ออกซิเดชัน แต่อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์ในหัวข้อ 5.3 โดยเทคนิค PCR พบว่าไม่สอดคล้อง

เนื่องจากไม่มีการพบประชากรจุลินทรีย์ในกลุ่ม NOB (Nitrobacter, Nitrotoga, Nitrospira) ดังรูป

ที่ 43 - 44 ตารางที่ 25 และรูปที่ 47 ตามล าดับ อาจเนื่องจากชุดของไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ

เจาะจงกับยีน 16S rRNA ที่อาจท าให้เพ่ิมปริมาณ DNA ของจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืนได้ง่ายกว่าจุลินทรีย์ใน

กลุ่ม NOB (Nitrobacter, Nitrotoga, Nitrospira) ท าให้ไม่สามารถตรวจพบจุลินทรีย์ในกลุ่ม NOB 

ทีอ่อกซิไดซ์ไนไตรท์ไปเป็นไนเตรทจากการใช้เทคนิค PCR ได ้
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รูปที่ 55 การเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะแอโรบิก 

5.4.3 การเปลี่ยนรูปไนแอมโมเนียภายใต้สภาวะท่ีมีไนไตรท์ 
ศึกษาการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์ (รูปที่ 56 - 57) โดยใช้แอมโมเนีย

และไนไตรท์ เริ่มต้นที่ 100 mg/l และใช้ปริมาณตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้นที่ 50 และ 25 mg/l เพ่ือ

ศึกษากิจกรรมของจุลินทรีย์ Anammox โดยพบว่าทั้ง 2 การทดลองค่าแอมโมเนียไม่ได้ลดลงเมื่อ

เทียบกับค่าไนไตรท์ที่ลดลงจนหมดในเวลาไม่เกิน 4 และ 11 วัน ส าหรับการทดลองที่ความเข้มข้น

ตะกอนจุลินทรีย์ที่  50 และ 25 mg/l ตามล าดับ ซึ่ งแสดงให้ เห็นว่า กิจกรรมของจุลินทรีย์ 

Anammox ที่มีการเปลี่ยนแอมโมเนียและไนไตรท์ให้เป็นก๊าซไนโตรเจนนั้นไม่น่าจะเกิดในการทดลอง

นี้ โดยไนไตรท์ที่ลดลงอาจเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์กลุ่มดีไนตริฟิเคชัน เนื่องจากมีการเปลี่ยนรูป

ไนไตรท์อย่างเดียวโดยอาจเกิดจากจุลินทรีย์กลุ่มนี้มีการใช้สารอินทรีย์ที่มาจากตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้น

และเปลี่ยนรูปไนไตรท์ไป ท าให้จุลินทรีย์  Anammox ไม่มีตัวให้ อิเล็กตรอนและไม่สามารถ

เจริญเติบโตในการทดลองนี้ได้ ซึ่งจากผลการทดลองในหัวข้อ 5.2 ที่มีการใช้เทคโนโลยี Next 

Generation Sequencing พบจุลินทรีย์ที่น่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการ Anammox ในจีนัส 

Candidatus Brocadia ร้อยละ 5.15 และกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน ในจีนัส Pseudomonas  

และ Clostridium คิดเป็นร้อยละ 10.37 และ  7.27 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่

พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด (ตารางที่ 24)  ซึ่งเห็นได้ว่ากระบวนการดีไนตริฟิเคชันมีร้อยละการพบ

มากกว่ากระบวนการ Anammox ส าหรับการทดลองในหัวข้อ 5.3 โดยเทคนิค PCR มีการพบ

ประชากรจุลินทรีย์ Anammox (รูปที่ 50) อาจเนื่องมาจากในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุน

ชีวภาพของตลาดสด มีชั้นฟิล์มชีวภาพที่หนาท าให้มีโอกาสในการแยกชั้นกันอยู่ระหว่างดีไนตริฟิเคชัน

และ Anammox ท าให้จุลินทรีย์ทั้ง 2 กลุม่สามารถอยู่ร่วมกันในระบบได้ 
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รูปที่ 56 การเปลี่ยนรูปไนแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์ โดยใช้ตะกอนจุลินทรีย์ 50 mg/l 

 
รูปที่ 57 การเปลี่ยนรูปไนแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์ โดยใช้ตะกอนจุลินทรีย์ 25 mg/l 

  

5.4.4 การเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะท่ีมีเมทานอล 
 ศึกษาการเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล (รูปที่ 58) โดยใช้ไนเตรทเริ่มต้นที่ 

100 mg/l ใช้เมทานอล 2 โมล/ไนเตรท 1 โมล (Foglar และคณะ, 2005) ใช้ปริมาณตะกอนจุลินทรีย์

เริ่มต้นที่ 50 mg/l เพ่ือศึกษากิจกรรมของจุลินทรีย์กลุ่มดีไนตริฟิเคชัน ในการเปลี่ยนไนเตรทให้เป็น

ไนโตรเจนแก๊ส โดยพบว่ามีการลดลงของไนเตรทจาก 99.58 mg/l เหลือ 5.21 mg/l ภายในเวลา 3 

วัน คิดเป็นอัตราการลดลงเฉลี่ยในช่วง 3 วันแรก 31.46 mg/l-day ซึ่งเป็นช่วงที่มีการลดลงสูงที่สุด 

และแอมโมเนียเพ่ิมขึ้นจาก 7.64 mg/l ในวันแรก เป็น 40.44 mg/l ในวันที่ 12 คิดเป็นอัตราการ

เพ่ิมขึ้นของแอมโมเนียเฉลี่ยในช่วง 3 วันแรกที่ 32.8 mg/l-day ซึ่งเป็นช่วงที่มีการเพ่ิมขึ้นสูงที่สุด ซึ่ง

คาดว่าน่าจะเกิดจากการท างานของจุลินทรีย์กลุ่ม DNRA ร่วมกับจุลินทรีย์กลุ่ม Denitrification 
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สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า ที่พบว่ามีการท างานของ DNRA ที่มากกว่ากลุ่มดีไนตริฟิเคชัน ใน

ระยะเวลาเดียวกัน (Song และคณะ, 2014) โดย DNRA จะเปลี่ยนไนเตรทให้เป็นแอมโมเนีย ภายใต้

สภาวะไม่มีออกซิเจน ซึ่งไนเตรทเป็นตัวรับอิเล็กตรอนและซัลไฟด์หรือสารอินทรีย์คาร์บอนตัวอ่ืน ๆ 

เป็นตัวให้อิเล็กตรอน  และเมื่อคิดจากอัตราส่วนของ COD:N ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ที่ 6.86:1 

ใกล้เคียงกับงานวิจัยที่ว่าเมื่ออัตราส่วน COD:N สูงที่ 8:1 จะสามารถพบการท างานของจุลินทรีย์กลุ่ม 

DNRA ได้ (Chutivisut และคณะ, 2018) หรือที่อัตราส่วน COD:N เท่ากับ 7.7:1 พบว่าไนเตรทจะ

เปลี่ยนเป็นแอมโมเนียมากถึงร้อยละ 90 แสดงให้เห็นว่ามีการท างานของ DNRA เกิดขึ้นในการศึกษา

การเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล (Van Den Berg และคณะ, 2015) ซึ่งสอดคล้องกับ

ผลการทดลองในหัวข้อ 5.2 ที่มีการใช้เทคโนโลยี Next Generation Sequencing พบจุลินทรีย์ที่

น่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการนี้ในจีนัส Desulfobulbus คิดเป็นร้อยละ 0.35 ของจุลินทรีย์ที่

เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด (ตารางที่ 24) และการทดลองในหัวข้อ 5.3 

โดยเทคนิค PCR มีการพบประชากรจุลินทรีย์กลุ่ม DNRA เช่นกัน ดังตารางที่ 26 และรูปที่ 53 

 

 
รูปที่ 58 การเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะท่ีมีเมทานอล 

 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ปร
ิมา

ณค
วา

มเ
ข้ม

ข้น
 (m

g/
l)

เวลา (วัน)

Ammonia

Nitrite

Nitrate



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 106 

บทที่ 6   
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

6.1 สรุปผลการทดลอง 
จากผลการทดลองตรวจวัดพารามิเตอร์น้ าเข้า – ออกจากระบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุน

ชีวภาพของตลาดสด ตลอดระยะเวลา 10 เดือน มีค่า COD น้ าเข้า - ออกเท่ากับ 247.68 และ 44.26 

mg/l ตามล าดับ คิดเป็นอัตราการก าจัดเฉลี่ยร้อยละ 81.93 NH3 น้ า - ออกเท่ากับ 77.30 และ 1.18 

mg/l ตามล าดับ คิดเป็นอัตราการก าจัดเฉลี่ยร้อยละ 98.43, NO2
- น้ า - ออกเท่ากับ 0.04 และ 0.67 

mg/l ตามล าดับ NO3
- น้ าเข้า - ออกเท่ากับ 2.70 และ 6.23 mg/l ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าระบบมี

ความสามารถในการก าจัดไนโตรเจน ซึ่งมีโอกาสพบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการก าจัด

ไนโตรเจนได้  

ผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ โดยใช้ เทคนิค  Next Generation Sequencing  

พบร้อยละของจุลินทรีย์ในระดับจีนัสหรือแฟมีลีที่เคยถูกรายงานว่ามีบทบาทเกี่ยวข้องกับวัฏจักร

ไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพ คิดเป็นร้อยละ 28 ของจุลินทรีย์ทั้งหมด โดยเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม 

Pseudomonas, Clostridium, Candidatus Brocadia, Nitrospira, Acrobacter, 

Nitrosomonadaceae และ Desulfobulbus  (ทั้งนี้อาจมีจุลินทรีย์ตัวอ่ืนที่ไม่ได้ระบุในงานวิจัยนี้) 

โดยจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการแอมโนเนียออกซิเดชัน อยู่ในแฟมิลี Nitrosomonadaceae 

คิดเป็นร้อยละ 0.75 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด พบ

จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการไนไตรท์ออกซิเดชัน อยู่ในจีนัส Nitrospira ร้อยละ 3.21 ของ

จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด พบจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน อยู่ในจีนัส Pseudomonas และ Clostridium คิดเป็นร้อยละ 10.37 

และ 7.27 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด ตามล าดับ พบ

จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ Anammox อยู่ในจีนัส Candidatus Brocadia คิดเป็นร้อยละ 

5.15 ของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด และพบจุลินทรีย์ที่

เกี่ยวข้องกับกระบวนการ DRNA อยู่ในจีนัส Desulfobulbus คิดเป็นร้อยละ 0.35 ของจุลินทรีย์ที่

เกี่ยวขอ้งกับวัฎจักรไนโตรเจนที่พบในฟิล์มชีวภาพทั้งหมด  

เมื่อศึกษาการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน พบอัตราการลดลงเฉลี่ยของ

แอมโมเนียในช่วง 5 ชั่วโมงแรกที่ 4.99 mg/l-hr ขณะเดียวกันพบอัตราการเพ่ิมขึ้นเฉลี่ยของไนไตรท์

ในช่วง 5 ชั่ วโมงสุดท้ายที่  4.44 mg/l-hr แสดงว่ามีการท างานของจุลินทรีย์ที่ เกี่ยวข้องกับ
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กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน ผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค PCR - clone 

library มีความสอดคล้องกับผลที่ได้จากเทคนิค Next Generation Sequencing เเละการเปลี่ยนรูป

แอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน โดยไม่พบกลุ่มประชากร Comammox จากการใช้ไพรเมอร์ที่

เฉพาะเจาะจงกับยีน amoA ของ Comammox ทั้ง cladeA และ cladeB เเต่พบกลุ่มประชากร 

AOB จากการใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน amoA โดยพบสายพันธุ์ Nitrosomonas europea 

เเละไม่พบกลุ่มประชากร AOA จากการใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน amoA ของ AOA ท าให้

สรุปได้ว่า AOB เป็นกลุ่มประชากรจุลินทรีย์หลักที่ท าหน้าที่ในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชันใน

ฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ  

การศึกษาการเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน พบอัตราการลดลงเฉลี่ยของไน

ไตรท์ในช่วง 3 ชั่วโมงแรกที่ 3.01 mg/l-hr ขณะเดียวกันพบอัตราการเพ่ิมข้ึนเฉลี่ยของไนเตรทในช่วง 

3 ชั่วโมงแรกที่ 7.26 mg/l-hr แสดงว่ามีการท างานของจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกระบวนการไนไตรท์

ออกซิเดชัน โดยผลดังกล่าวไม่มีความสอดคล้องกับผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค 

PCR - clone library ซึ่งไม่พบกลุ่มประชากร NOB ทั้ง Nitrobacter, Nitrotoga และ Nitrospira 

จากการใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA ซึ่งอาจเนื่องมาจากไพรเมอร์ที่ใช้ไม่มีความ

เหมาะสมกับกลุ่มประชากร NOB ในฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ 

การศึกษาการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์ พบค่าแอมโมเนียไม่ได้ลดลง 

เเต่ค่าไนไตรท์ลดลงจนหมดในเวลาไม่เกิน 4 และ 11 วัน แสดงให้เห็นว่ามีการท างานของจุลินทรีย์ที่

เกี่ยวข้องกับกระบวนการดีไนตริฟิเคชันแบบใช้ไนไตรท์เป็นตัวรับอิเล็กตรอน เเต่ไม่พบการท างานของ

จุลินทรีย์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการ Anammox ซึ่งไม่สอดคล้องกับการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์

โดยใช้เทคนิค PCR - clone library เเละ Next Generation Sequencing ที่พบกลุ่มประชากร 

Anammox สายพันธุ์ Candidatus Brocadia จากการใช้ไพรเมอร์ทีเ่ฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA 

ของกลุ่มประชากร Anammox ท าให้อาจสรุปได้ว่าพบกลุ่มประชากร Anammox เเละกลุ่ม

ประชากร Anammox น่าจะท างานในฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพ เเต่

สภาวะที่ท าการทดลองในห้องปฏิบัติการอาจไม่สนับสนุนการท างานของกลุ่มประชากร Anammox 

การศึกษาการเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล พบว่า มีอัตราการลดลงเฉลี่ย

ของไนเตรทในช่วง 3 วันแรก 31.46 mg/l-day และพบอัตราการเพ่ิมขึ้นเฉลี่ยของแอมโมเนียในช่วง 

3 วันแรกที่ 32.80 mg/l-day และจากค่าอัตราส่วนระหว่าง COD:N แสดงว่าน่าจะมีการท างานของ
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จุลินทรีย์กลุ่ม DNRA ร่วมกับจุลินทรีย์กลุ่ม Denitrifier ที่ใช้ไนเตรทเป็นตัวรับอิเล็กตรอน ในสภาวะ

การทดลองนี้ โดยการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค PCR - clone library พบกลุ่ม

ประชากร DNRA จากการใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน nrfA 

ผลการทดลองสรุปได้ว่า ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสดมีประชากร

จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับวัฎจักรไนโตรเจนค่อนข้างหลากหลายในกระบวนการก าจัดสารประกอบ

ไนโตรเจนในน้ าเสีย ที่ท าได้โดยการเปลี่ยนรูปสารประกอบไนโตรเจนที่ละลายอยู่ในน้ าเสียให้เป็นก๊าซ 

N2 เพ่ือปล่อยออกสูบรรยากาศ ที่ต้องอาศัยจุลินทรีย์กลุ่มต่าง ๆ เช่น  AOB, AOA, NOB และ 

Denitrifier รวมทั้งจุลินทรีย์กลุ่ม Anammox, DNRA และ Comammox เป็นต้น ดังนั้น ระบบ

บ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุนชีวภาพของตลาดสด จึงเป็นระบบที่เหมาะสมในการใช้ เป็นหัวเชื้อส าหรับ

ระบบก าจัดไนโตรเจนแบบใหม่ต่อไป 

6.2 ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบอ่ืน หรือ

ศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบบ าบัดน้ าเสียของตลาดสดอ่ืน เพ่ือเปรียบกับข้อมูล กลุ่ม

ประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการก าจัดไนโตรเจน ของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจานหมุน

ชีวภาพของตลาดสดที่ท าการศึกษา 

2. ควรศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ NOB ในเทคนิด PCR ด้วยไพรเมอร์อ่ืนเพ่ิมเติมที่เฉพาะ 

เจาะจงกับยีน functional หรือไพร์เมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA ที่เป็นไพรเมอร์คู่อ่ืน 

 3. ควรศึกษากิจกรรมการเปลี่ยนรูปไนโตรเจนในฟิล์มชีวภาพของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบจาน
หมุนชีวภาพโดยศึกษาอัตราการเปลี่ยนรูปไนไตรท์ในสภาวะที่มีสารอินทรีย์เพ่ิมเติม 
 
6.3 ประโยชนท์ที่ได้รับจากงานวิจัย 
 ได้ทราบองค์ความรู้พ้ืนฐานของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในการก าจัดไนโตรเจนออก

จากน้ าเสีย ทั้งชนิดและจ านวนของแบคทีเรียที่เกี่ยวข้อง รวมถึงกิจกรรมการท างานของจุลินทรีย์กลุ่ม

ต่าง ๆ ที่พบได้ในระบบบ าบัดแบบจานหมุนชีวภาพ ท าให้สามารถน าข้อมูลไปพัฒนาระบบบ าบัดน้ า

เสียในชุมชนหรือตลาดสดที่ต้องการเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจัดไนโตรเจนต่อไปได้  
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ภาคผนวก ก  
วิธีการวัดพารามิเตอร์ 

การวิเคราะห์ซีโอดี (Chemical Oxygen Demand, COD) 

 วิเคราะหซีโอดีโดยวิธีรีฟลักซแบบปด โดยใช้น้ าตัวอย่าง 5 มิลลิลิตร ใส่หลอดแก้วขนาด 20 x 

50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นที่มีสารซิลเวอร์ซัลเฟตจ านวน 7 มิลลิลิตร และเติม

โพแทสเซียมไดโครเมตเข้มข้น 0.1 นอร์มัลลิตี้ จ านวน 3 มิลลิลิตร ปิดจุกให้แน่น แล้วเขย่าผสม

สารละลายให้เข้ากัน จากนั้น น าไปเข้าเตาอบที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไว้

ให้เย็น เติมเฟอโรอินเปนอินดิเคเตอร 0.05 - 0.1 มิลลิลิตร ท าประมาณ 1 - 2 หลอด ไทเทรตด้วย

สารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 0.1 นอร์มัลลิตี้ จนถึงจุดยุติสีจะเปลี่ยนจาก 

ฟ้าอมเขียวเปนสีน ้าตาลแดง 

การค านวณ 

COD (มิลลิกรัม/ลิตร) = ((A - B) x N x 8000)/ มิลลิลิตรของน้ าตัวอย่าง 

 A = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้ไทเทรตแบลงค์ 

 B = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้ไทเทรตตัวอย่าง 

 N = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นนอร์มัลลิตี้ 

การวิเคราะห์แอมโมเนีย (NH4
+-N) 

 ผสมสารละลายอัลคาไลน์ - ซิเตรท และสารละลายไฮโปรคอลไรน์ อัตราส่วน 9 : 1 

ตามล าดับ น าสารละลายผสมที่ได้ 1 มิลลิลิตรต่อสารละลายตัวอย่าง 5 มิลลิลิตรที่ผ่านการกรองด้วย 

cellulose acetate syringe filter ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร มาเติม

สารละลายซาลิไซด์เลท 0.6 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บในที่มืด 1 ชั่วโมงแล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืน

แสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ยี่ห้อ Thermo (ELECTRON CORPORATION) ที่ความยาว

คลื่น 640 นาโนเมตร จัดท าแบลงค์และสารละลายมาตรฐาน เพ่ือท ากราฟเส้นตรงของสารละลาย

มาตรฐานเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากสารละลายตัวอย่าง โดยสีของสารละลายที่ได้จะ

เป็นสีฟ้า  
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การวิเคราะห์ไนไตรท์ (NO2
--N) 

 ผสมสารละลายซัลฟานิลาไมด์ 100 ไมโครลิตร และสารละลาย NNED 100 ไมโครลิตร ลงใน

สารละลายตัวอย่าง 5 มิลลิลิตรที่ผ่านการกรองด้วย cellulose acetate syringe filter ขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลางของรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ 30 นาที น ามาวัดการดูดกลืนแสงด้วย

เครื่อง spectrophotometer ยี่ห้อ Thermo (ELECTRON CORPORATION) ที่ความยาวคลื่น 543  

นาโนเมตร จัดท าแบลงค์และสารละลายมาตรฐาน เพ่ือท ากราฟเส้นตรงของสารละลายมาตรฐาน

เปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสง ที่ได้จากสารละลายตัวอย่าง โดยสีของสารละลายที่ได้จะเป็นสี

ชมพู 

การวิเคราะห์ไนเตรท (NO3
--N) 

 สารละลายตัวอย่าง ที่ผ่านการกรอง cellulose acetate syringe filter ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร มาวัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ยี่ห้อ 

Thermo (ELECTRON CORPORATION) ที่ความยาวคลื่น 200 นาโนเมตรและ 275 นาโนเมตร  

น าค่าที่ได้จากค่าความยาวคลื่นแสง 220 นาโนเมตร ไปหักลบกับค่าที่ได้จากความยาวคลื่นแสง 275  

นาโนเมตร จัดท าแบลงค์และสารละลายมาตรฐาน เพ่ือท ากราฟเส้นตรงของสารละลายมาตรฐาน

เปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสง ที่ได้จากสารละลายตัวอย่าง  

การวิเคราะห์พีเอช (pH) 

 วิเคราะห์โดยเครื่องวัดพีเอชแบบเคลื่อนที่ ยี่ห้อ HACH รุ่น sension156 ลงในน้ าตัวอย่าง  

รอค่านิ่งแล้วอ่านค่าพีเอชที่ปรากฏ 

การวิเคราะห์อุณหภูมิ (Temperature) 

 วิเคราะห์โดยเครื่องวัดพีเอชแบบเคลื่อนที่ ยี่ห้อ HACH รุ่น sension156 ลงในน้ าตัวอย่าง  

รอค่านิ่งแล้วอ่านค่าอุณหภูมิที่ปรากฏ 

การวิเคราะห์ปริมาณออกซิเจนละลายน  า (Dissolved Oxygen, DO) 

 วิเคราะห์โดยเครื่องวัดออกซิเจนละลายน้ าแบบเคลื่อนที่ ยี่ห้อ HACH รุ่น sension156 ลงใน

น้ าตัวอย่าง รอค่านิ่งแล้วอ่านค่าออกซิเจนละลายน้ าที่ปรากฏ 
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สารละลาย Nonchelate trace element 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 
ปริมาณ/ลิตร หน่วย 

น้ า 987 มิลลิลิตร 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 12.5 มิลลิลิตร 
แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2.6H2O) 5 กรัม 

นิเกิลคลอไรด์ (NiCl2) 24 มิลลิกรัม 

กรดบอริก (H3BO3) 30 มิลลิกรัม 
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 2.1 กรัม 

คอปเปอร์คลอไรด์ (CuCl2.2H2O) 36 มิลลิกรัม 

ซิงค์ซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 144 มิลลิกรัม 
แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O) 40 มิลลิกรัม 

โคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2.6H2O) 190 มิลลิกรัม 
โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) 36 มิลลิกรัม 

 
สารละลายวิตามินรวม 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 

ปริมาณ/ลิตร หน่วย 
โซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร์ (Sodium phosphate 
buffer) pH 7.1 - 7.4 เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 

1000 มิลลิลิตร 

อะมิโนเบนโซอิก (4-aminobensoic acid) 40 มิลลิกรัม 

นิโคตินิคแอซิด (Nicotinic acid) 100 มิลลิกรัม 

ดี - ไบโอติน (D-Biotin) 10 มิลลิกรัม 
แคลเซียม ดีเพนโธเนต (Calcium D-
pantothenate) 

50 มิลลิกรัม 

พิริดอกไซด์ไดไฮโดรคลอไรด์ (Pyridoxide 
dihydrochloride) 

15 มิลลิกรัม 
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สารละลายวิตามินบี 12 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 
ปริมาณ/ลิตร หน่วย 

โซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร์ (Sodium phosphate 
buffer) pH 3.4 เข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์ 

1000 มิลลิลิตร 

ไธอะมีนคลอไรด์ไดไฮโดรคลอไรด์ (Thiamine 
chloride dihydrochloride) 

100 มิลลิกรัม 

สารละลายวิตามินบี 1 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 
ปริมาณ/ลิตร หน่วย 

น้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 

ไซยาโนโคบาลามิน (Cyanocobalamin) 50 มิลลิกรัม 
สารละลายซีลีไนท์ทังสเตท (Selenite-tungstate) 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 
ปริมาณ/ลิตร หน่วย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 400 มิลลิกรัม 

โซเดียมทังเสตท (Na2WO4.2H2O) 8 มิลลิกรัม 
โซเดียมเซเลไนท์ (Na2SeO3.5H2O) 6 มิลลิกรัม 

น้ ากลั่นปราศจากไอออน 1000 มิลลิลิตร 

สารละลาย trace metal mixture 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่เตรียม 

ปริมาณ/ลิตร หน่วย 

MnSO4 5 กรัม 
CuSO4 5 กรัม 

FeCl3 5 กรัม 

Na2MoO4 5 กรัม 
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ภาคผนวก ข  
ก. ล าดับ sequence ของ AOB 

>180611-013_A01_AOB1-1_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTTTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAAT

GTTGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAG

GTCGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_C01_AOB1-2_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCACTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAATG

TTGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGG

TCGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_E01_AOB1-3_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTTTTCTCGGCGTTTGTATCAAT

GCTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAGGA

GGTCGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_G01_AOB1-4_amoA1F.ab1 

TGCGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACTCGCAATTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTTTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCCGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTCTTCTCGGCGTTTGTATCAAT



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 126 

GCTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAAGA

GGTCGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_O01_AOB1-8_amoA1F.ab1 

TGCGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACGCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTC

TTCGGTCTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAA

CATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATT

GAGCAAGGTTCACTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAAT

GTTGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAG

GTCGTATCGTACATCGCAATGACGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_E03_AOB1-11_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAATTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTTTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATATGTATGTTCGTACGGGTACACCCGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCACTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAATG

TTGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGG

TCGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_K03_AOB1-14_amoA1F.ab1 

TGCGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACGCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTC

TTCGGTCTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAA

CATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATT

GAGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTTTTCTCGGCATTTGTATCAA

TGCTCATGTTCACGGTATGGTGGTATCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAAGA

GGTCGTGCTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_O03_AOB1-16_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTCTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTTTTCTCGGCGTTTGTATCAAT
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GCTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAGAGA

GGTCGTATTGTACAACGTAATGATGTTACTGCATTTGGCG 

>180611-013_C05_AOB1-18_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTTTTCTCGGCGTTTGTATCAAT

GCTCATGTTCGCGGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAG

GTCGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_E05_AOB1-19_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTC

TTCGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGCCGATCTTTGGGCCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAA

CATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATATGTATGTTCGTACGGGTACACCCGAGTATGTTCGTCATATT

GAGCAAGGTTCACTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCGGCGTTTGTATCAAT

GCTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAAGA

GGTCGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_O05_AOB1-24_amoA1F.ab1 

TGCGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTC

TTCGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAAC

ATTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTCTTCTCGGCGTTTGTATCAAT

GCTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGA

GGTCGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_O11_AOB2-24_amoA1F.ab1 

CGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTCTT

CGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAACAT

TGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTGAG

CAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTTTTCTCGGCGTTTGTATCAATGCT
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CATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAAGAGGT

CGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_O09_AOB2-16_amoA1F.ab1 

CGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTCTT

CGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAACAT

TGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTGAG

CAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACAGTTATCGCGGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAATGC

TTATGTTTACGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAGAGAGG

TCGTATTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_O07_AOB2-8_amoA1F.ab1 

CGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTCTT

CGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAACAT

TGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACGGGTACACCCGAGTATGTTCGTCATATTGA

GCAAGGTTCACTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAATGT

TGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGT

CGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_M11_AOB2-23_amoA1F.ab1 

CGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACGCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTCTT

CGGTCTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTAGAGGGAACA

TTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTGA

GCAAGGTTCGCTGCGTACCTCCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTCTTCTCGGCGTTTGTATCAATG

CTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAAGAG

GTCGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_K11_AOB2-22_amoA1F.ab1 

CGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACGCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTCTT

CGGTCTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCGATCTTTGGTCCAACGCATCTGTCAATCGTTGTAGAAGGAACA

CTGTTGTCGATGGCTGACTACATGGGCCATATGTATGTTCGTACGGGTACACCCGAGTATGTTCGCCATATTG

AGCAAGGTTCACTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAATG
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TTGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGG

TCGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_K09_AOB2-14_amoA1F.ab1 

CGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCATTGGTTGGTGGCGGATTCTT

CGGTTTGCTGTTCTATCCAGGTAACTGGCCAATTTTTGGACCAACGCATCTGCCAATCGTTGTAGAAGGAACA

CTGTTGTCGATGGCTGACTACATGGGCCATATGTATGTTCGTACGGGTACACCCGAGTATGTTCGCCATATTG

AGCAAGGTTCACTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAATG

TTGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGG

TCGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

>180611-013_I11_AOB2-21_amoA1F.ab1 

CGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACGCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTCTT

CGGTCTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCGATCTTTGGTCCAACGCATCTGCCAATCGTTGTAGAAGGAACA

TTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTGA

GCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTCTTCTCGGCGTTTGTATCAATG

CTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAGGAG

GTCGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_G09_AOB2-12_amoA1F.ab1 

CGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACGCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTCTT

CGGTCTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCGATCTTTGGTCCAACGCATCTGCCAATCGTTGTAGAAGGAACA

CTGTTGTCGATGGCTGACTACATGGGCCATATGTATGTTCGTACGGGTACACCCGAGTACGTTCGTCATATTG

AGCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCAGCATTCTTCTCGGCGTTTGTATCAAT

GCTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAGGTGTACTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAAGA

GGTCGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_E11_AOB2-19_amoA1F.ab1 

CGCTGATGCTGGACTTCACGCTGTATCTGACGCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTCTT

CGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGCCGATCTTTGGACCAACCCATCTGCCTATCGTTGTGGAGGGAACA

TTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCAGAGTATGTTCGTCATATTGA

GCAAGGTTCGCTGCGTACCTTCGGTGGTCACACCACGGTTATTGCGGCATTCTTCTCGGCGTTTGTATCAATG
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CTCATGTTCGCGGTATGGTGGTACCTTGGAAAAGTGTACTGCACAGCTTTCTTCTACGTTAAAGGGAAAAGAG

GTCGTGTTGTACAACGTAATGATGTCACTGCATTTGGCG 

>180611-013_E09_AOB2-11_amoA1F.ab1 

CGTTGATGCTGGATTACACCATGTACTTGACTCGCAACTGGCTGGTAACAGCTCTGGTTGGAGGTGGATTCTT

CGGTCTGCTGTTCTACCCAGGTAACTGGCCGATCTTTGGTCCAACGCATCTGCCAATCGTTGTAGAAGGAACA

TTGTTGTCAATGGCTGACTACATGGGCCATATGTATGTTCGTACGGGTACACCCGAGTATGTTCGTCATATTGA

GCAAGGTTCGCTGCGTACCTTTGGTGGTCATACTACCGTTATTGCAGCATTCTTCTCTGCGTTCGTATCAATGT

TGATGTTCACTGTATGGTGGTATCTCGGAAAAGTTTACTGTACAGCCTTTTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGT

CGTATCGTACATCGCAATGATGTTACCGCATTCGGTG 

ข. ล าดับ ล าดับ sequence ของ Anammox 

>180611-013_A13_ANAMMOX1-1_A438f.ab1 

CTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGCGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCACGTA

GGCGGCTGTGTAAGTCGGTTGTGAAAGCCTTCCGCTTAACGGAAGAACGGCATCCGATACTGCATAGCTTGAG

TGCGGGAGGGGAGAGTG 

>180611-013_E13_ANAMMOX1-3_A438f.ab1 

CTCTGTGCCAGCAGCCACGGTAATACAGAGGCGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCACGTA

GGCGGCTGTGTAAGTCGGTTGTGAAAGCCTTCCGCTCAACGGAAGAACGGCATCCGATACTGCATAGCTTGAG

TGTGGGAGGGGAGAGTG 

>180611-013_G13_ANAMMOX1-4_A438f.ab1 

CTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGCGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCACGTA

GGCGGCTGTGTAAGTCGGTTGTGAAAGCCTTCCGCTCAACGGAAGAACGGCATCCGATACTGCATGGCTTGAG

TGTGGGAGGGGAGAGTG 

>180611-013_O15_ANAMMOX1-16_A438f.ab1 

CTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGCGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCACGTA

GGCGGCTGTGTAAGTCGGATGTGAAAGCCTTCCGCTCAACGGAAGAACGGCATCCGATACTGCATAGCTTGAG

TGTGGGAGGGGAGAGTG 

>180611-013_A19_ANAMMOX2-1_A438f.ab1 
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CTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGCGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCACGTA

GGCGGCTGTGTAAGTCGGTTGTGAAAGCCTTCCGCTTAACGGAAGAACGGCATCCGATACTGCATAGCTTGAG

TGCGGGAGGGGAGAGTG 

>180611-013_G19_ANAMMOX2-4_A438f.ab1 

CTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGCGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCACGTA

GGCGGCTGTGTAAGTCGGTTGTGAAAGCCTTCCGCTCAACGGAAGAACGGCATCCGATACTGCATGGCTTGAG

TGTGGGAGGGGAGAGTG 

 ก. ล าดับ sequence ของ DNRA 

>180904-023_O07_DNRA1-5_nrfAF2aw.ab1 

GATTTACGGCGGAACAGATGGAGTCTTATTATGACTCGGTACAACATGTAGATTGGGTACATGCCGTAGTAAA

GCGCCGATGCTCAAAGCGCAGCATCCGGATTACGAAATTTTCAAAACAGGTATTCACGCAGAACGCGGTGTAT

CCTGTGCGGATTGTCATATGCCTTAA 

>180904-023_K09_DNRA2-1_nrfAF2aw.ab1 

GGTCGAGCAGATCGAAGCGACCTACGCCGACCACAAGTTCCCCGACGGCTCGCCCTTCTACGACTTTGAACAT

GGCGAAACCGGCGCCCATGTCCTGAAGGCGCAGCATCCCGAGTTCGAACTCTGGAGCCAAGGCATCCATGCG

CGCAGCGGCGTCAGTTGCGCCGATTGTCACATGCCTTAA 

>180904-023_G11_DNRA2-7_nrfAF2aw.ab1 

AAGGGACTGAAGGTAGAGAACATCGTCGCTTACTACGACGAGGCGAAGTTCAAGGATTGGACGCACAAGGAAA

CGGGCGCACCGGTTCTCAAGGCGCAGCACCCGGAATTCGAGATGTACAACCAGGGTGTTCACGCCCGCAGCG

GCGTGGCTTGCGCGGATTGCCATATGCCTTAA 

>180904-023_K11_DNRA2-9_nrfAF2aw.ab1 

GGGCCTCAAGGCCGAACACGCCGAAGCCTATTACGACGAAGTCGGCCACAACGACTGGAAGCACGCCATCTCC

GGCGCCGGCGTGCTCAAGGCCCAGCACCCGGAGTTTGAGATGTGGAGCCAGGGCATCCATGCGCGCAGCGGC

GTTTCGTGCTCCGATTGTCACATGCCTTAA 

>180904-023_M11_DNRA2-10_nrfAF2aw.ab1 
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GGGATTAAAGGCTGACGAAATCCTCGCGTACTACGAGGAGTCCGGCTTCAAGGACTGGACACACAAGGACACC

GGCGCCCCGGCGCTCAAGGCCCAGCACCCGGAGTTCGAGATGTGGAATCAGGGTATCCACGCACGGAGCGGT

GTGACCTGTGCCGATTGTCACATGCCTTAA 

>180629-019_K01_DNRA2-3_nrfAF2aw.ab1 

GGGGCTGAAGGTCGAGCAGATCGAAGCGACCTACGCCGACCACAAGTTCCCCGACGGCTCGCCCTTCTACGA

CTTTGAACATGGCGAAACCGGCGCCCATGTCCTGAAGGCGCAGCATCCCGAGTTCGAACTCTGGAGCCAAGGC

ATCCATGCGCGCAGCGGCGTCAGTTGCGCCGATTGTCACATGCCTTAA 
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ภาคผนวก ค 
ก. พารามิเตอร์น้ าในการทดลองอัตราการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน 

ชั่วโมง
ที ่

ค่าเฉลี่ย  

Ammonia 
(mg/l) 

sd Nitrite 
(mg/l) 

sd Nitrate 
(mg/l) 

sd pH Temp DO 

0 43.03 3.98 <LOD - <LOD - 7.90 26.57 6.03 

1 30.94 2.27 <LOD - <LOD - 7.79 27.43 6.13 

2 29.67 1.80 <LOD - 0.58 0.06 7.73 26.73 6.00 
3 24.40 1.61 <LOD - 2.87 2.55 7.37 26.23 6.93 

4 21.02 1.37 <LOD - 5.96 2.30 7.07 26.07 9.07 
5 18.06 1.48 <LOD - 9.28 3.46 7.10 25.87 6.63 

6 12.73 1.62 <LOD - 13.39 4.16 7.79 25.97 6.27 

7 8.95 0.57 <LOD - 16.93 4.93 7.54 25.87 5.90 
8 2.66 1.94 <LOD - 23.56 7.16 7.76 25.67 5.63 

9 0.17 0.50 <LOD - 32.13 1.86 7.63 25.50 5.07 

10 <LOD - <LOD - 35.58 1.08 7.62 25.63 5.57 
เฉลี่ย       7.57 26.14 6.29 
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ข. พารามิเตอร์น้ าในการทดลองอัตราการเปลี่ยนรูปไนไตรท์ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน 

ชั่วโมง
ที ่

ค่าเฉลี่ย  

Ammonia 
(mg/l) 

sd Nitrite 
(mg/l) 

sd Nitrate 
(mg/l) 

sd pH Temp DO 

0 6.60 1.33 26.85 0.13 <LOD - 7.91 26.47 6.47 
1 3.26 0.12 22.31 0.07 0.98 0.72 8.01 27.23 6.37 

2 2.71 0.22 20.08 0.06 2.03 0.83 7.86 27.07 6.50 

3 2.27 0.71 17.81 0.98 21.79 1.33 7.84 27.00 5.93 
4 2.04 0.71 16.73 0.38 22.59 0.60 7.77 26.97 6.50 

5 1.56 0.72 11.81 0.14 23.55 0.40 7.70 26.77 9.07 
6 1.48 0.69 6.81 0.10 24.61 0.74 7.72 26.50 7.67 

7 1.37 0.72 2.22 0.10 28.67 0.57 7.82 19.70 7.63 

8 1.05 0.56 <LOD - 30.90 1.76 7.85 26.27 6.87 
9 0.75 0.32 <LOD - 31.15 1.75 7.86 25.97 6.47 

10 0.07 0.43 <LOD - 31.49 1.57 7.80 25.73 6.30 

เฉลี่ย       7.83 25.97 6.89 
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ค. พารามิเตอร์น้ าในการทดลองอัตราการเปลี่ยนรูปแอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มีไนไตรท์  

ใช้ตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ 50 mg/l  

วันที่ ค่าเฉลี่ย sd 
Ammonia 

(mg/l) 
Nitrite 
(mg/l) 

Nitrate 
(mg/l) 

Ammonia 
(mg/l) 

Nitrite 
(mg/l) 

Nitrate 
(mg/l) 

0 92.87 111.77 5.62 0.110 0.073 0.178 

1 92.65 86.89 28.93 0.166 0.073 0.308 

2 112.06 82.95 14.76 0.345 0.146 0.308 
3 109.28 73.30 3.36 1.163 0.042 0.308 

4 92.90 <LOD 7.67 0.199 - 0.308 
5 90.99 <LOD 8.59 0.452 - 0.308 

6 113.01 <LOD 6.95 0.287 - 0.178 

7 119.39 <LOD 8.08 0.110 - 0.356 
8 106.61 <LOD 14.86 0.191 - 0.178 

9 112.28 <LOD 11.26 0.307 - 0.178 

10 117.51 <LOD 11.98 0.191 - 0.308 
11 107.66 <LOD 6.33 0.096 - 0.178 

12 108.17 <LOD 8.59 0.110 - 0.308 
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ใช้ตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ 25 mg/l  

วันที่ ค่าเฉลี่ย sd 

Ammonia 
(mg/l) 

Nitrite 
(mg/l) 

Nitrate 
(mg/l) 

Ammonia 
(mg/l) 

Nitrite 
(mg/l) 

Nitrate 
(mg/l) 

0 93.16 106.30 27.28 0.06 0.15 0.47 

1 92.61 93.75 24.61 0.15 0.89 0.31 
2 79.99 92.22 2.84 0.15 0.07 0.36 

3 94.72 80.03 4.79 0.11 0.13 0.47 

4 93.41 74.85 5.41 0.17 0.07 0.18 
5 104.41 82.76 9.31 0.10 0.04 0.64 

6 104.12 90.49 7.98 0.10 0.11 0.31 

7 97.04 88.28 4.69 0.19 1.21 0.36 
8 104.79 81.01 4.59 0.10 1.12 0.31 

9 88.12 87.30 0.00 0.06 2.13 0.00 
10 91.82 30.74 0.00 1.22 0.04 0.00 

11 89.90 <LOD - 0.11 0..00 3.56 

12 88.63 <LOD - 0.10 0.00 3.75 
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ง. พารามิเตอร์น้ าในการทดลองอัตราการเปลี่ยนรูปไนเตรทภายใต้สภาวะที่มีเมทานอล 

วันที่ ค่าเฉลี่ย sd 

Ammonia 
(mg/l) 

Nitrite 
(mg/l) 

Nitrate 
(mg/l) 

Ammonia 
(mg/l) 

Nitrite 
(mg/l) 

Nitrate 
(mg/l) 

0 7.64 19.72 99.58 0.19 0.08 0.64 

1 31.45 <LOD 54.09 0.10 - 0.18 
2 43.27 <LOD 42.38 0.06 - 0.36 

3 40.44 <LOD 5.21 0.10 - 0.31 

4 40.31 <LOD 4.49 0.11 - 0.18 
5 59.18 <LOD 7.67 0.19 - 0.31 

6 56.31 <LOD 1.92 0.10 - 0.47 

7 52.39 <LOD 5.10 0.17 - 0.47 
8 57.97 <LOD 8.29 0.06 - 0.31 

9 65.23 <LOD 7.16 0.15 - 0.18 
10 60.13 <LOD 8.18 0.10 - 0.18 

11 62.33 <LOD 8.39 0.17 - 0.18 

12 58.09 <LOD 7.98 0.15 - 0.00 
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