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ฟิเคชันและเฮเทอโรโทรฟิกดีไนตริฟิเคชัน 
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นเรศวร, 2563 
ค าส าคัญ ปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมี กระบวนการชีวภาพ การก าจัดไนเตรต เฮเทอโร

โทรฟิกดีไนตริฟิเคชัน ไฮโดรจีโนโทรฟิกดีไนตริฟิเคชัน จุลินทรีย์ 
  

บทคัดย่อ 
  

ถังปฏิกรณ์แบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี (bio-electrochemical reactors) ได้รับการ
พัฒนาขึ้นในการวิจัยนี้ เพ่ือปรับปรุงคุณภาพของน้ าปนเปื้อนไนเตรต เช่น น้ าใต้ดินบริเวณพ้ืนที่
เกษตรกรรม โดยใช้แผ่นแกรไฟต์เป็นขั้วแอโนด ขณะที่ขั้วแคโทดจะใช้ลวดทองแดง (เรียกว่า ถัง
ปฏิกรณ์ Cu) และลวดสแตนเลส (เรียกว่า ถังปฏิกรณ์ SS) จากการทดลองพบว่า เมื่ออัตราส่วน C/N 
ในน้ าก่อนบ าบัดลดลง ถังปฏิกรณ์ Cu จะให้ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตที่ดีที่สุด รองลงมาเป็นถัง
ปฏิกรณ์ SS และถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ทั้งนี้ในถังปฏิกรณ์ Cu และ SS จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ
น้ าที่ขั้วแคโทด และปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของแกรไฟต์ที่ขั้วแอโนด จากนั้นจะกระตุ้นให้เกิดการก าจัดไน
เตรต ผ่านกระบวนการไฮโดรจีโนโทรฟิกดีไนตริฟิเคชันร่วมกับเฮเทอโรโทรฟิกดีไนตริฟิเคชัน  โดย
ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตเพ่ิมขึ้นตามกระแสไฟฟ้า อย่างไรก็ตาม พบตะกอนเคมีเกิดขึ้นที่ขั้ว
แคโทดจากความกระด้างของน้ า ส่งผลให้การแพร่ของไฮโดรเจนจากขั้วไฟฟ้าลดลง  และลด
ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรต นอกจากนี้การวิเคราะห์จุลินทรีย์ที่ขั้วแคโทดและแขวนลอยในถัง
ปฏิกรณ์ พบแบคทีเรียกลุ่มออโทโทรฟิกดีไนตริฟิเคชันมีจ านวนมากกว่าแบคทีเรียกลุ่มเฮเทอโรโทรฟิก
ดีไนตริฟิเคชัน โดยเฉพาะในถังปฏิกรณ์  Cu จะพบ Archromobacter มากที่ขั้วแคโทด ขณะที่ 
Flavobacterium พบมากในจุลินทรีย์แขวนลอย  ทั้ งนี้  Hydrogenophaga ซึ่ งยืนยันว่าเป็น
แบคทีเรียกลุ่มไฮโดรจีโนโทรฟิกดีไนตริฟิเคชัน ยังถูกพบทั้งในตัวอย่างจุลินทรีย์ของทั้งถังปฏิกรณ์ Cu 
และ SS แต่ไม่พบในตัวอย่างจุลินทรีย์ของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ABSTRACT 

  
Two bio-electrochemical reactors were developed to improve the quality 

of nitrate contaminated water, such as groundwater in agricultural area. The graphite 
plate was controlled as the anode material, while the cathode was copper wire (Cu 
reactor) and stainless steel wire (SS reactor). Under decreasing C/N ratio, the great 
denitrification performance was obtained in the Cu reactor, followed by the SS 
reactor and the bioreactor respectively. The water hydrolysis and graphite oxidation 
at electrodes encouraged the occurrence of hydrogenotrophic denitrification 
together with heterotrophic denitrification for nitrate removal. The denitrification 
performance was enhanced by increasing applied currents. However, the chemical 
precipitation at the cathode from water hardness affected on hydrogen transfer and 
denitrification performance. The number of autotrophic denitrification bacteria was 
greater than heterotrophic denitrification bacteria. The abundant Archromobacter 
was found at the cathode of Cu reactor, whereas Flavobacterium were plenty in the 
suspended sludge. Hydrogenophaga were detected in both biomass samples, and 
this genus was no observed in biomass sample of traditional bioreactor. 
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ประกาศคุณูปการ 
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วิทยานิพนธ์ ในความกรุณาที่สละเวลาอันมีค่ามาเป็นที่ปรึกษา พร้อมทั้งให้ค าแนะน า ช่วยเหลือ ชี้แนะ
แนวทางการแก้ไขปัญหาต่าง ๆ และใส่ใจดูแลเป็นอย่างดีในทุก ๆ เรื่อง ตลอดระยะเวลาในการท า
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ และขอกราบขอบพระคุณ ดร. ภาคภูมิ  ทรัพย์สุนทร กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์  
ที่กรุณาให้ค าแนะน า ชี้แนะ ในการท าการทดลองด้านจุลินทรีย์ จึงขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูง ที่
ทุกท่านให้ความเมตตาและเอาใจใส่จนท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์ 

ขอขอบพระคุณ ห้องปฏิบัติการสิ่งแวดล้อม ภาควิชาวิศวกรรมโยธา คณะวิศวกรรมศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยนเรศวร และภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่เอ้ือเฟ้ือ
อาคารสถานที่และเครื่องมือทุกอย่างในการท าวิทยานิพนธ์เป็นอย่างดีตลอดมา 

ขอขอบพระคุณท่านอาจารย์ทุกท่านในคณะวิศวกรรมศาสตร์  ที่ได้ประสิทธิ์ประสาทความรู้
และคอยให้ค าแนะน าเป็นอย่างดีแก่ผู้วิจัย 

ขอขอบพระคุณ  คุณวิชญา อ่ิมกระจาง และคุณนิภาวรรณ  จันทคุณ  เจ้าหน้าที่ประจ า
ห้องปฏิบัติการสิ่งแวดล้อมท่ีคอยให้ค าแนะน า และให้การช่วยเหลือต่าง ๆ 

ขอขอบพระคุณทุก ๆ ท่านที่มิได้เอ่ยนามในที่นี้ ที่มีส่วนร่วมช่วยให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จ
ลุล่วงไปได้ด้วยดี 

ขอบคุณเพ่ือน ๆ พ่ี ๆ ที่คอยรับฟังเวลาเครียดและมีปัญหา และที่ขาดไม่ได้คือขอขอบพระคุณ
บิดา มารดา และครอบครัว ที่คอยให้ก าลังใจ สนับสนุนด้านค่าใช้จ่ายและทุก ๆ อย่าง จนสามารถศึกษา
และท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จนส าเร็จลุล่วงได้ 

สุดท้ายนี้ ถ้าเกิดข้อผิดพลาดประการใดจากการด าเนินงานวิจัย ผู้วิจัยต้องกราบขออภัยมา ณ 
ที่นี ้
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บทที่ 1  
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 น้ า จัดเป็นหนึ่งในปัจจัยส าคัญต่อการด ารงชีวิตของมนุษย์ ไม่ว่าจะเป็นเพ่ือการอุปโภค-
บริโภค แหล่งอาหาร คมนาคม เกษตรกรรม และอุตสาหกรรม จากการเพ่ิมข้ึนของประชากรและการ
พัฒนาทางเศรษฐกิจส่งผลให้ความต้องการใช้น้ าเพ่ิมสูงขึ้นในทุก ๆ ปี จนท าให้อาจเกิดปัญหาการขาด
แคลนน้ าได้ในอนาคต โดยปกติน้ าที่ใช้ในชีวิตประจ าวันจะมาจาก 2 แหล่ง ได้แก่ แหล่งน้ าผิวดิน   
(เช่น แม่น้ า และล าคลอง) และแหล่งน้ าใต้ดิน (ที่เรียกว่า น้ าใต้ดิน หรือบาดาล) ทั้งนี้ในหลายพื้นที่จะ
นิยมดื่มน้ าใต้ดินโดยตรง หรือผ่านกระบวนการบ าบัดเบื้องต้น เช่น การต้ม การกรอง และตกตะกอน
ด้วยสารส้ม ซึ่งการกระบวนการบ าบัดเบื้องต้นเหล่านี้สามารถก าจัดสารมลพิษบางชนิดออกจากน้ าได้ 
เช่น ของแข็งแขวนลอย อย่างไรก็ตาม สารมลพิษบางชนิดก็ไม่สามารถก าจัดได้ เช่น ไนเตรต -
ไนโตรเจน (NO3-N)  
 ไนเตรต-ไนโตรเจน เป็นหนึ่งในสารมลพิษที่พบได้ในน้ าใต้ดิน สาเหตุของการปนเปื้อนเกิดได้
จาก 1) การชะของฝนผ่านขยะชุมชนที่ทิ้งอย่างไม่ถูกสุขลักษณะ และไหลพาสารมลพิษลงแหล่งน้ าใต้
ดิน 2) น้ าชะขยะจากหลุมฝังกลบ และ 3) การใช้ปุ๋ยเคมี โดยเฉพาะปุ๋ยไนโตรเจน ทั้งนี้การชะของฝน
จะพาสารไนโตรเจนนี้ปนเปื้อนในน้ าใต้ดิน (Ghafari, Hasan, & Aroua, 2009) จากมาตรฐานน้ าดื่ม
อย่างปลอดภัยของ World Health Organization (WHO) ความเข้มข้นของไนเตรต-ไนโตรเจนในน้ า
ดื่ม ไม่ควรเกิน 45 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งนี้การดื่มน้ าที่มีไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) ปนเปื้อนอยู่สูง 
เป็นสาเหตุของการเกิดโรคบลูเบบี้ (Blue baby syndrome หรือ Methemoglobinema) ในทารก 
จนอาจอันตรายถึงขั้นเสียชีวิตได้ (Agrawal, Lunkad, & Malkhed, 1999; Gupta, Gupta, Seth, 
Gupta, & Bassin, 2000) และเป็นสาเหตุท าให้เกิดมะเร็งหลายชนิดในผู้ใหญ่ด้วย (Zhao et al., 
2011)  

พ้ืนที่ในภาคเหนือ เช่น จังหวัดพิษณุโลกและจังหวัดเพชรบูรณ์  ถือเป็นแหล่งเกษตรกรรมที่
ส าคัญของประเทศไทย และมีการใช้ปุ๋ยเคมีเป็นจ านวนมาก เพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตร จึงอาจ
ส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนของไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) ในน้ าใต้ดินได้ ดังนั้น การพัฒนาเทคโนโลยี
เพ่ือใช้ในการก าจัดไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) อย่างมีประสิทธิภาพจึงมีความส าคัญอย่างมาก เพ่ือให้
ประชาชนดื่มน้ าได้อย่างสะอาดและปลอดภัย อย่างไรก็ตาม เทคโนโลยีการก าจัดไนเตรต -ไนโตรเจน 
(NO3-N) นี้ต้องมีความเหมาะสมกับลักษณะของน้ าใต้ดินด้วย เช่น มีสารอินทรีย์ต่ า  นอกจากนี้ควร
ติดตั้งได้ง่าย ราคาไม่แพง และด าเนินระบบได้ด้วยประชาชนในพื้นท่ี 
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โครงงานวิจัยนี้มุ่งเน้นการพัฒนาระบบบ าบัดน้ าปนเปื้อนไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N)  โดยใช้
กระบวนการร่วมระหว่างไฟฟ้าเคมีและชีวภาพ (Bio-electrochemical system) ทั้งนี้จะศึกษาผล
ของชนิดขั้วไฟฟ้า ความเข้มกระแสไฟฟ้า ปริมาณสารอินทรีย์ต่อไนโตรเจน (C/N) ต่อประสิทธิภาพ
การก าจัดไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) นอกจากนี้ยังศึกษาถึงชนิดและปริมาณจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในระบบ
อีกด้วย 

 
จุดมุ่งหมายของการศึกษา 

1. พัฒนาระบบบ าบัดน้ าแบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี เพ่ือใช้ในการบ าบัดน้ าปนเปื้อน       
ไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) 

2. ศึกษาผลของชนิดขั้วไฟฟ้า ความเข้มกระแสไฟฟ้า และปริมาณสารอินทรีย์ต่อไนโตรเจน 
(C/N) ต่อประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N)  
 3. อธิบายกลไกการก าจัดไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) ที่ เกิดขึ้นในระบบบ าบัดน้ าแบบ
ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี 

4. ศึกษาชนิดและปริมาณจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในระบบ 
 

ขอบเขตของงานวิจัย 
 1. งานวิจัยนี้จะใช้น้ าปนเปื้อนไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) สังเคราะห์ โดยเตรียมได้จากการ
ละลายสารเคมี NaNO3 ในน้ าประปา ให้ได้ความเข้มข้นตามท่ีต้องการ 
 2. จุลินทรีย์ตั้งต้นที่ใช้ในระบบบ าบัดน้ าแบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี ได้จากสลัดจ์ของระบบ
บ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่ง (Activated sludge) ที่โรงพยาบาลวังทอง จังหวัดพิษณุโลก จากนั้นคัด
แยกเชื้อในระบบแบบไร้อากาศ เพ่ือให้ได้แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง (Denitrifying bacteria) ในการ
สลายไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) ต่อไป  

3. ระบบบ าบัดน้ าแบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี ขนาด 1.4 ลิตร ติดตั้งไว้ในห้องปฏิบัติการ 
โดยใช้แผ่นแกรไฟต์เป็นขั้วแอโนด และลวดสแตนเลสหรือลวดทองแดงเป็นขั้วแคโทด ทดลองต่อเนื่อง
ภายใต้เงื่อนไขต่าง ๆ   
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ                                                                         

1. ทราบความเป็นไปได้ของการน าเทคโนโลยีไฟฟ้าเคมีและชีวภาพ มาใช้ร่วมกันในการบ าบัด
น้ าปนเปื้อนไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) รวมถึงข้อดีและข้อจ ากัดต่าง ๆ 

2. ทราบผลของชนิดขั้วไฟฟ้า ความเข้มกระแสไฟฟ้า และปริมาณสารอินทรีย์ต่อไนโตรเจน 
(C/N) ต่อประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) 
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 3. ทราบถึงจุลินทรีย์กลุ่มหลักที่มีบทบาทส าคัญในการก าจัดไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N)  
เพ่ือใช้ในการพัฒนาระบบต่อไป  
 4. เพ่ือเป็นต้นแบบในการแก้ไขปัญหาน้ าใต้ดินปนเปื้อนไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) ในพ้ืนที่
เกษตรกรรมต่อไป และท าให้ประชาชนสามารถใช้น้ าได้อย่างปลอดภัย
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
การปนเปื้อนในน  าใต้ดิน 
 การปนเปื้อนในดินและน้ าใต้ดิน (soil and groundwater contamination) เป็นปัญหา
เรื้อรังและส่งผลกระทบต่อสังคมอย่างยิ่ง โดยแตกต่างจากปัญหามลพิษในบรรยากาศและในน้ าผิวดิน 
เนื่องจากการปนเปื้อนในดินและน้ าใต้ดินบางครั้งเป็นสิ่งที่มองไม่เห็น  และจะไม่เป็นประเด็นเลย 
จนกระทั่งการปนเปื้อนนั้นส่งผลกระทบต่อสุขภาพมนุษย์ ปัญหาการปนเปื้อนในดินและน้ าใต้ดินเป็น
มลพิษที่ควบคุมได้ยาก ปัญหาการลักลอบทิ้งขยะอันตราย การแอบเติมสารอันตรายลงในบ่อน้ าใต้ดิน 
เป็นสิ่งที่ยากในการติดตามตรวจสอบ และยังมีการพบเห็นการกระท าดังกล่าวเป็นระยะ ๆ การกระท า
ที่เกิดขึ้นอาจสืบเนื่องจากการขาดความส านึกรับผิดชอบต่อสิ่งแวดล้อม หรื อเป็นเพราะความ
รู้เท่าไม่ถึงการณ์ ซึ่งการบ าบัดฟ้ืนฟูดินและน้ าใต้ดินต้องใช้ระยะเวลาและใช้งบประมาณมหาศาล ทั้งนี้
ในประเทศไทยซึ่งพบปัญหาการปนเปื้อนในหลายพ้ืนที่ กรณีตัวอย่าง เช่น การปนเปื้อนสารอินทรีย์
ระเหยในดินและน้ าใต้ดินโดยรอบนิคมอุตสาหกรรมภาคเหนือ จังหวัดล าพูน การปนเปื้อนโลหะหนัก 
และสารอินทรีย์ระเหยในดินและน้ าใต้ดินในพ้ืนที่โดยรอบนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด จังหวัดระยอง 
การปนเปื้อนสารอันตรายในน้ าใต้ดินเนื่องจากการลักลอบทิ้งขยะในพ้ืนที่ปากช่อง เป็นต้น 
 สาเหตุหลักของปัญหาการปนเปื้อนของสารอันตรายในดินและน้ าใต้ดิน มาจากกิจกรรมของ
มนุษย์ จากการทิ้งของเสีย ขยะมูลฝอยจากชุมชน สารอันตรายจากโรงงานอุตสาหกรรม และจากหลุม
ฝังกลบขยะที่เสื่อมสภาพหรือไม่ได้มาตรฐานตามหลักวิชาการหรือจากการลักลอบทิ้ง ซึ่งเมื่อสาร
อันตรายหกรดหรือถูกทิ้งในดิน บางส่วนจะระเหยออก (หากมีคุณสมบัติของการระเหย)  บางส่วนจะ
อ่ิมตัวอยู่ในดิน ซึ่งส่วนที่อยู่ในดินนั้น บางส่วนจะเกาะติดกับอนุภาคของดิน บางส่วนซึมลงตามชั้นดิน
ในแนวดิ่งตามแรงโน้มถ่วงของโลกจนกระทั่งถึงชั้นน้ าใต้ดิน ซึ่งเมื่อถึงชั้นน้ าใต้ดินสารอันตรายจะ
ละลายไปกับน้ าใต้ดินและถูกพัดพาไปในทิศทางเดียวกับน้ าใต้ดิน และจะเข้าสู่บ่อน้ าใต้ดินที่ใกล้ที่สุด
หรือไหลไปยังบ่อที่มีการใช้น้ าในการอุปโภคบริโภค ซึ่งสารอันตรายบางชนิด เช่น สารในกลุ่ม
สารอินทรีย์ระเหยบางชนิดส่งผลต่อสุขภาพ (กรมส่งเสริมคุณภาพสิ่งแวดล้อม, 2558) 
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ตาราง 2 มาตรฐานคุณภาพน  าบาลที่ใช้บริโภค 
 

ดัชนีคุณภาพน  า หน่วย 
ค่ามาตรฐาน 

เกณฑ์ก าหนดที่
เหมาะสม 

เกณฑ์อนุโลม
สูงสุด 

สี (Colour) แพลทินัม-โคบอลต์ 5 15 

ความขุ่น (Tubidity)  NTU 5 20 
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) - 7.0-8.5 6.5-9.2 

เหล็ก (Fe) มก./ล. ไม่เกินกว่า 0.5 1.0 

แมงกานีส (Mn) มก./ล. ไม่เกินกว่า 0.3 0.5 
ทองแดง (Cu) มก./ล. ไม่เกินกว่า 1.0 1.5 

สังกะสี (Zn) มก./ล. ไม่เกินกว่า 5.0 15.0 

ฟลูออไรด์ (F) มก./ล. ไม่เกินกว่า 0.7 1.0 
ไนเตรต (NO3) มก./ล. ไม่เกินกว่า 45 45 

ความกระด้างทั้งหมด 
( Total Hardness as 
CaCO3) 

มก./ล. ไม่เกินกว่า 300 500 

 
ที่มา: (กรมควบคุมมลพิษ) 
 
การใช้ปุ๋ยกับการปนเปื้อนในน  าใต้ดิน 
 ปุ๋ย คือสารที่ใส่ลงไปในดินเพ่ือเพ่ิมธาตุอาหารให้แก่พืชและเร่งการเจริญเติบโต ซ่ึงธาตุอาหาร
ที่พืชต้องการ ได้แก่ ออกซิเจน ไฮโดรเจน คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม ก ามะถัน 
แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก สังกะสี แมงกานีส ทองแดง โบรอน โมลิบดินัม และคลอรีน  
 ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ถูกจัดเป็นธาตุอาหารหลักที่พืชต้องการในปริมาณ
มาก เมื่อเทียบกับธาตุอ่ืน ๆ ที่พืชได้รับ โดยในดินมักมีธาตุอาหารหลักเหล่านี้ไม่เพียงพอ ดังนั้นปุ๋ยจึง
เป็นที่นิยมและถูกน ามาใช้ในการเพ่ิมธาตุอาหารให้แก่พืช ซึ่งถือว่ามีความจ าเป็นในด้านเกษตรกรรม 
เช่น การเพ่ิมผลผลิตในการเพาะปลูก เป็นต้น โดยปุ๋ยสามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิดหลัก ๆ ได้แก่ ปุ๋ย
อินทรีย์และปุ๋ยเคม ี
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 1. ปุ๋ยอินทรีย์ คือ ปุ๋ยที่ได้มาจากการเน่าเปื่อยของซากสิ่งมีชีวิต ถือเป็นกระบวนการผลิต
สารอาหารจากธรรมชาติ ธาตุอาหารส่วนใหญ่ที่ได้เกิดจากการย่อยสลายของจุลินทรีย์ ซึ่งโดยส่วน
ใหญปุ่๋ยอินทรีย์มักจะใช้ประโยชน์ในด้านการปรับปรุงคุณภาพดิน กระบวนการคือเมื่อพืชได้รับปุ๋ยจาก
การใส่ลงในดิน จะเกิดการสลายตัวของซากสิ่งมีชีวิตและท าให้ได้ธาตุอาหารออกมาในที่สุด เป็นผลให้
ดินมีความร่วนซุย ทว่ามีข้อเสียคือ ธาตุอาหารที่ได้ออกมามีปริมาณน้อยและมีสัดส่วนที่ไม่แน่นอน ท า
ให้ต้องใช้ปุ๋ยเป็นปริมาณมาก จึงจะเพียงพอต่อความต้องการของพืช 
 2. ปุ๋ยเคมี คือ ปุ๋ยที่ท าขึ้นจากสิ่งไม่มีชีวิต ได้แก่ การสังเคราะห์ขึ้นทางวิทยาศาสตร์ เช่น ปุ๋ย
ยูเรีย แอมโมเนียมซัลเฟต หินฟอสเฟตบด และปุ๋ยเคมีสูตรต่าง ๆ ซึ่งประกอบไปด้วยธาตุอาหาร และ
มีปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม ที่เข้มข้นมากกว่าปุ๋ยอินทรีย์ หรืออาจท ามาจากหินและ
เหมืองแร่ต่าง ๆ จึงท าให้ปุ๋ยเคมีได้รับความนิยมมากกว่าปุ๋ยอินทรีย์ เนื่องจากได้รับสารอาหารที่
มากกว่าในปริมาณการใช้ปุ๋ยที่น้อยลง  
 ถึงแม้ว่าปุ๋ยเคมีจะมีธาตุอาหารหลักมากกว่าปุ๋ยอินทรีย์ แต่ปุ๋ยเคมีไม่มีคุณสมบัติในการ
ปรับปรุงโครงสร้างของดินให้โปร่งและร่วนซุยได้ นอกจากนี้ปุ๋ยเคมีส่วนใหญ่มักจะไม่มีธาตุอาหารรอง 
(แมกนีเซียม แคลเซียม ก ามะถัน) และธาตุอาหารเสริม (เหล็ก แมงกานีส ทองแดง โบรอน โมลิบดินัม 
คลอรีน) ที่มีอยู่ในปุ๋ยอินทรีย์ ซึ่งในปัจจุบันจะพบว่ามีการผสมธาตุอาหารรองเข้าไปในปุ๋ยเคมีบาง
ประเภทแล้ว 
 3. ปุ๋ยละลายช้า (ปุ๋ยควบคุมการละลาย) คือปุ๋ยที่จะทยอยปล่อยสารอาหารออกมาให้แก่พืช 
ช่วยท าให้พืชได้รับธาตุอาหารอย่างสม่ าเสมอ และลดความเสี่ยงจากภาวะที่เรียกว่าจุกหรืออด คือการ
ทีพื่ชได้รับธาตุอาหารมากเกินไปในช่วงแรก และหลังจากธาตุอาหารถูกชะล้างไปหมดก็จะเกิดการขาด
สารอาหาร โดยมีอยู่หลายชนิด เช่น ชนิดเคลือบพลาสติก (อัตราการปล่อยสารอาหารจะขึ้นกับความ
หนาของพลาสติกที่เคลือบอยู่) ชนิดเคลือบสารละลายช้า และชนิดเคลือบก ามะถัน เป็นต้น แต่ละ
ชนิดมีคุณสมบัติแต่ต่างกัน นอกจากนี้ปุ๋ยละลายช้ายังมีข้อดีต่อสิ่งแวดล้อม เพราะสามารถลดปริมาณ
สารเคมีทีจ่ะถูกชะล้างจากแหล่งเพาะปลูก ลงสู่แหล่งน้ าธรรมชาติอีกด้วย (Scherer et al., 2006) 
 ปุ๋ยเมื่อถูกน ามาใช้ในด้านการเกษตรเพ่ือเป็นธาตุอาหารให้แก่พืช มันจะถูกสะสมอยู่ในดิน 
เมื่อระยะเวลาผ่านไป ปริมาณของปุ๋ยจะถูกสะสมเพ่ิมมากขึ้นเรื่อย ๆ และซึมลึกลงสู่ชั้นดินด้านล่าง 
อันมาจากการรดน้ าหรือฝนที่ตกตามธรรมชาติชะล้างพาปุ๋ยไหลซึมผ่านชั้นดินไปสู่น้ าใต้ดิน จนเกิดการ
ปนเปื้อนในที่สุด 
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ภาพ 1 วัฏจักรน  าใต้ดินที่มีฝนเป็นตัวชะสารปนเปื้อนในดินไปสู่น  าใต้ดิน 
 
สาเหตุการปนเปื้อนในน  าใตด้ิน  
 1. แหล่งธรรมชาติ  
 สารบางชนิดที่พบตามธรรมชาติในหินหรือดิน เช่น เหล็ก แมงกานีส สารหนู คลอไรด์ 
ฟลูออไรด์ ซัลเฟต และกัมมันตภาพรังสี สามารถละลายในน้ าใต้ดินได้ สารที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ   
อ่ืน ๆ เช่น การสลายตัวของสารอินทรีย์ สามารถเคลื่อนที่ในน้ าใต้ดินดั่งอนุภาค สารเหล่านี้จะปรากฏ
ในน้ าใต้ดินหรือไม่ขึ้นอยู่กับสภาพท้องถิ่น สารบางชนิดอาจก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพหากบริโภค
ในปริมาณที่มากเกินไป และอาจท าให้น้ าเกิดกลิ่น รสชาติหรือสีที่ไม่พึงประสงค์ หากน้ าใต้ดินมีความ
เข้มข้นของสารที่ไม่เป็นที่ยอมรับ มันจะไม่ถูกน ามาใช้ส าหรับการอุปโภค-บริโภค เว้นแต่จะได้รับการ
บ าบัดเพื่อก าจัดสิ่งปนเปื้อนเหล่านี้ 
 
 2. บ่อเกรอะ 
 หนึ่งในสาเหตุหลักของการปนเปื้อนในน้ าใต้ดินของสหรัฐอเมริกาคือ น้ าทิ้ง(รั่วไหล) จากบ่อ
เกรอะ บ่อซึมและห้องส้วม ถึงแม้ว่าแต่ละระบบจะมีการปล่อยของเสียออกมาในปริมาณที่ค่อนข้าง
น้อย แต่เมื่อใช้กันอย่างแพร่หลายและมีจ านวนมาก ท าให้พวกมันกลายเป็นแหล่งปนเปื้อนที่ร้ายแรง 
และระบบบ าบัดน้ าเสียที่ออกแบบ ก่อสร้างหรือบ ารุงรักษาอย่างไม่เหมาะสม สามารถปนเปื้อนสู่น้ าใต้
ดินได้ ได้แก่ แบคทีเรีย ไวรัส ไนเตรต ผงซักฟอก น้ ามันและสารเคมี พร้อมกันนั้นสารท าความสะอาด
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ระบบบ าบัดน้ าเสียที่มีสารเคมีอินทรีย์สังเคราะห์ เช่น 1,1,1-1 trichloroethane หรือเมทิลคลอไรด์ 
สามารถปนเปื้อนในบ่อน้ าประปาและรบกวนกระบวนการสลายตัวตามธรรมชาติในระบบบ าบัดน้ าเสีย 
 

3. การทิ งขยะอันตรายท่ีไม่ถูกสุขลักษณะ 
 ของเสียอันตรายควรได้รับการก าจัดอย่างถูกต้อง สารเคมีจ านวนมากไม่ควรทิ้งลงในระบบ
บ าบัดน้ าเสียในครัวเรือน อันได้แก่ น้ ามัน (เช่นจากการปรุงอาหารหรือเครื่องยนต์) สารเคมีส าหรับ
สนามหญ้าและสวน สีและทินเนอร์ น้ ายาฆ่าเชื้อ ยารักษาโรค สารจากเคมีถ่ายภาพและสารเคมีจาก
สระว่ายน้ า ในท านองเดียวกันสารหลายชนิดที่ใช้ในกระบวนการอุตสาหกรรมไม่ควรทิ้งในท่อระบาย
น้ า เพราะสามารถปนเปื้อนสู่แหล่งน้ าดื่มได ้
 

4. หลุมฝังกลบ 
 ขยะมูลฝอยถูกก าจัดในหลุมฝังกลบของเทศบาลและอุตสาหกรรมทั่วประเทศ สารเคมีที่ควร
ก าจัดในหลุมฝังกลบขยะอันตราย บางครั้งจบลงด้วยการฝังกลบในเขตเทศบาล นอกจากนี้การก าจัด
ขยะในครัวเรือนจ านวนมากไม่มีการควบคุม เมื่อขยะอันตรายอยู่ในหลุมฝังกลบ สารเคมีสามารถชะลง
ไปในน้ าใต้ดินโดยการไหลบ่าของพ้ืนผิว 
 

5. การใช้ยาฆ่าแมลงและปุ๋ย 
 ปุ๋ยและยาก าจัดศัตรูพืชถูกใช้อย่างแพร่หลายในการเพ่ิมผลผลิต นอกจากเกษตรกรแล้ว 
เจ้าของบ้านธุรกิจ เช่น สนามกอล์ฟ สาธารณูปโภคและเทศบาล ต่างก็ใช้สารเคมีเหล่านี้ สารก าจัด
ศัตรูพืชและปุ๋ยบางชนิดมีพิษสูง และจะปนเปื้อนสู่น้ าใต้ดินตามการใช้งาน สารก าจัดศัตรูพืชบางชนิด
ยังคงอยู่ในดินและน้ าเป็นเวลาหลายเดือนถึงหลายปี  

นอกจากนั้นแหล่งที่มาของการปนเปื้อนน้ าใต้ดินอีกอย่างหนึ่งคือของเสียจากสัตว์ซึ่งไหลซึม
ลงสู่พ้ืนดินจากแหล่งอาหารสัตว์ (United states environmental protection agency, 2015) 
 
ไนเตรตกับการปนเปื้อนในน  าใต้ดิน 

ไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) เป็นสารประกอบไนโตรเจนที่เป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายของวงจร
ไนโตรเจน มีพิษต่ ามาก เกิดจากที่แบคทีเรียเปลี่ยนจากไนไตรต์รวมกับออกซิเจนแล้วเกิดเป็นไนเตรต 
ไนเตรตมีความส าคัญต่อระบบนิเวศคือเป็นปุ๋ยชนิดหนึ่ง ที่สร้างการเจริญเติบโตให้กับปะการัง 
สาหร่าย ต้นไม้ในน้ า และท าให้พืชนั้นเจริญเติบโต และผลิตออกซิเจนออกมาให้กับตู้ปลาได้อีกด้วย 
โดยไนโตรเจนในธรรมชาติจะอยู่ในรูปของ แอมโมเนีย ซึ่งการย่อยสลายของเศษอาหารหรือสิ่งปฏิกูล
จะท าให้เกิดแอมโมเนียซึ่งจะถูกออกซิไดซ์กลายเป็นไนไตรต์และไนเตรตต่อไป 
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1. แหล่งที่มาของไนเตรต  
1.1 แหล่งธรรมชาติ  
ไนเตรตในดิน น้ าผิวดิน และน้ าใต้ดินเกิดขึ้นเนื่องจากการย่อยสลายสารอินทรีย์ไนโตรเจน 

โดยจุลินทรีย์ เช่น โปรตีนในพืช สัตว์และชองเสียจากสัตว์ จากการที่แอมโมเนียมอิออนจะถูก
ออกซิไดซ์เป็นไนไตรต์และไนเตรต การเกิดไนไตรต์และไนเตรตตามธรรมชาติจึงเป็นผลเนื่องมาจากวัฏ
จักรของไนโตรเจน แต่โดยปกตไินไตรต์จะพบในปริมาณต่ ามาก 

1.2 กิจกรรมของมนุษย์ 
   1) ปุ๋ย โดยเฉพาะปุ๋ยสังเคราะห์ เป็นแหล่งที่มาขนาดใหญ่ของไนเตรตในสิ่งแวดล้อม 
ได้แก่ สารประกอบไนเตรตของแอมโมเนีย แคลเซียม โปแตสเซียม และโซเดียมรวมทั้งยูเรีย เนื่องจาก
พืชไม่สามารถใช้ไนโตรเจนในดินได้อย่างสมบูรณ์ ดังนั้นจึงมีบางส่วนที่สะสมในดินและไหลลงสู่แหล่ง
น้ า โดยจากการศึกษาพบว่าไนโตรเจนในน้ าที่ไหลมาจากพ้ืนที่ที่ใช้ปุ๋ย มีปริมาณสูงกว่าพ้ืนที่ที่ไม่ได้ใช้
ปุ๋ยในบริเวณเดียวกันถึง 3-10 เท่า  
  2) ของเสียจากสัตว์ การท าฟาร์มเลี้ยงสัตว์ก่อให้ เกิดสารประเภทไนโตรเจน          
ซึ่งสามารถเปลี่ยนไปเป็นไนเตรตได้ ของเสียที่ได้จากวัว 7-8 ตัว สามารถน ามาใช้อย่างมีประสิทธิภาพ
ในพ้ืนที่ทุ่งหญ้าเลี้ยงสัตว์เป็นจ านวนถึง 6 ไร่ และการใช้ในปริมาณมากอาจก่อให้เกิดการสะสมของ
ปริมาณไนเตรตในชั้นน้ าใต้ดินสูงกว่า 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  
  3) ของเสียจากโรงานอุตสาหกรรม ปริมาณไนโตรเจนชองเสียจากอุตสาหกรรมจะ
แตกต่างกันตามชนิดของอุตสาหกรรม แต่อุตสาหกรรมเชื้อเพลิงปิโตรเลียม และการผลิตอาหารอาจ
เป็นแหล่งใหญ่ชองปัญหาภาวะมลพิษจากไนโตรเจนออกไซด์ของไนโตรเจน ที่ปล่อยเช้าสู่บรรยากาศ
จากแหล่งเผาไหม้ที่ใช้อุณหภูมิสูง เช่น การเผาไหม้ของเครื่องยนต์ การเผาไหม้ของถ่านหินแล ะ
กระบวนการอุตสาหกรรม มีประมาณ 50 ล้านตันต่อปี ปริมาณดังกล่าวส่วนใหญ่จะหมุนเวียนกลับไป
ยังพ้ืนโลกในรูปของไนเตรต 
  4) การใช้สารไนโตรเจนและไนไตรต์เป็นสารปรุงแต่งอาหาร ทั้งไนเตรตและไนไตรต์
มีการใช้อย่างกว้างขวางในการผลิตเนื้อสัตว์และการรักษาคุณภาพปลาในบางประเทศ ปริมาณไนไตรต์
ที่ใช้ในเนื้อประมาณ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม การใส่ไนไตรต์จะสามารถป้องกันแบคทีเรียประเภท 
Clostridium botulinus ซึ่งก่อให้เกิด botulism และสามารถป้องกันแบคทีเรียที่เป็นอันตรายอ่ืน ๆ 
อย่างไรก็ตามยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดว่าปริมาณไนไตรต์เท่าใดที่จ าเป็นในการป้องกัน botulism    
(กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 
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2. ผลกระทบของไนเตรต 
 2.1 การสะสมของธาตุอาหาร  

เช่น ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสในแหล่งน้ าธรรมชาติ หากมีปริมาณที่มากเกินไปจะท าให้เกิด
ปัญหาการเจริญเติบโตอย่างผิดปกติของสาหร่ายและพืชน้ า (Algae Bloom) นอกจากนี้การระบายน้ า
ทิ้งที่มีแอมโมเนียลงไปในล าน้ า จะท าให้เกิดการใช้ออกซิเจนที่มีอยู่ในล าน้ านั้นและอาจท าให้น้ าเน่า
เสีย  
 2.2 อันตรายต่อสุขภาพ  

ปริมาณไนไตรต์และไนเตรตที่พบในเครื่องดื่ม จะไม่ก่อให้เกิดความเสี่ยงและอันตรายต่อ
สุขภาพในผู้ใหญ่โดยทั่วไปและในเด็กโต ความเป็นพิษหลักท่ีเกิดข้ึนจากการรับประทานไนไตรต์และไน
เตรตคือ Methaemoglobinaemia ซึ่งเด็กทารกมีความเสี่ยงและอันตรายเป็นพิเศษ เนื่องจากความ
เป็นกรดในกระเพาะต่ า มีผลต่อจุลินทรีย์ที่มีเอ็นไซม์ซึ่งสามารถรีดิวซ์ไนไตรต์และไนเตรตเจริญเติบโต
ได้ดี โดยฮีโมโกลบินของทารกในครรภ์และเม็ดเลือดแดงของเด็กอาจเปลี่ยนเป็นเม็ทธีโมโกลบินจาก
ปฏิกิริยาของไนไตรต์อย่างง่าย ซึ่งเด็กทารกขาดระบบเอ็นไซม์ที่สามารถรีดิวซ์เม็ทธีโมโกลบินเป็น
ฮีโมโกลบิน และการรับของเหลวในร่างกายของเด็กทารกสูงกว่าผู้ใหญ่เมื่อเทียบกับน้ าหนักร่างกาย 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 

 
3. การก าจัดไนโตรเจนด้วยปฏิกิริยาไนตริฟิเคชัน-ดีไนตริฟิเคชัน  

 สารประกอบไนโตรเจนที่พบในน้ าเสียมีอยู่ 4 ชนิดคือ แอมโมเนีย (NH3) สารอินทรีย์
ไนโตรเจน (Organic Nitrogen) ไนไตรต์ (NO2

-) และไนเตรต (NO3
-) วิธีการก าจัดสารประกอบ

ไนโตรเจนในน้ าเสีย ประกอบด้วยวิธีทางกายภาพ เช่น การไล่ก๊าซแอมโมเนีย (Ammonia Stripping) 
วิธีทางเคมี เช่น การแลกเปลี่ยนไอออน (Ion exchange) และวิธีทางชีวภาพโดยอาศัยปฏิกิริยาไนตริ
ฟิเคชัน-ดีไนตริฟิเคชัน (Nitrification-Denitrification) 
 ปฏิกิริยาไนตริฟิเคชัน-ดีไนตริฟิเคชัน สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการก าจัดสารประกอบ
ไนโตรเจนได้ โดยขั้นตอนแรกคือ ปฏิกิริยาไนตริฟิเคชัน เป็นปฏิกิริยาทางชีวภาพที่ท าให้ไนโตรเจนใน
รูปของแอมโมเนีย ถูกออกซิไดซ์ให้เป็นไนไตรต์ (NO2

-) และไนเตรต (NO3
-) ในสภาพที่มีออกซิเจน 

โดยออโทโทรฟิกแบคทีเรีย (Autotrophic bacteria) ไนโตรโซโมนัส (Nitrosomonas) และไนโตร
แบคเทอร์ (Nitrobacter) ตามล าดับ และขั้นตอนดีไนตริฟิเคชัน ซึ่งไนไตรต์และไนเตรตจะถูก
เปลี่ยนเป็นก๊าซไนโตรเจน ในสภาพที่ไม่มีออกซิเจน โดยเฮเทอโรโทรฟิกแบคทีเรียที่เป็นพวกแฟคัล  
เททีฟ ซึ่งสามารถหายใจด้วยออกซิเจนในสภาพที่มีอากาศ และหายใจด้วยไนเตรตหรือไนไตรต์ใน
สภาพที่ไม่มีออกซิเจน โดยมีสารอินทรีย์คาร์บอนเป็นตัวให้อิเล็กตรอน 
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 ปฏิกิริยาไนตริฟิเคชัน 

  NH4
+ + 1.5O2  → NO2

- + H2O + 2H+    (1) 

  NO2
- + 0.5O2  → NO3

-     (2) 

  NH4
+ + 2O2  → NO3

- + H2O + 2H+   (3) 
 
 ปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชัน 

  NO2
- + 3H+  → 0.5N2 + H2O + OH-   (4) 

  NO3
- + 5H+  → 0.5N2 + 2H2O + OH-   (5) 

 

 
 

ภาพ 2 วัฏจักรไนโตรเจน 
ที่มา: (Philpoteducation) 
 

การออกซิไดซ์แอมโมเนียม (NH4-N) เป็นไนเตรต (NO3-N) ต้องใช้ออกซิเจน 4.6 กิโลกรัมต่อ
NH4

+ 1 กิโลกรัม นอกจากนี้ปฏิกิริยาไนตริฟิเคชันจะมี H+ เกิดขึ้น จึงมีความจ าเป็นต้องเติมด่าง เพ่ือ
รักษาค่าพีเอชภายในถังบ าบัดให้มีค่าเหมาะสม ในทางกลับกันการรีดิวซ์ ไนเตรต์ (NO2-N) และ      
ไนเตรต (NO3-N) ให้เป็นก๊าซไนโตรเจน จะต้องใช้ H+ และเกิด OH- ท าให้ค่าพีเอชสูงขึ้น ในทางปฏิบัติ
สามารถเติม H+ ให้กับระบบโดยการเติมสารอินทรีย์ เช่น เมทานอล กรดอะเซติก หรือใช้สารอินทรีย์
ที่มีอยู่ในน้ าเสีย สารอินทรีย์จะท าหน้าที่เป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน และถูกใช้ใน
การสังเคราะห์เซลล์ของแบคทีเรีย 
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3.1 ปัจจัยท่ีมีผลต่อปฏิกิริยาไนตริฟิเคชัน  
  1) อายุสลัดจ์  เนื่องจากอัตราการเจริญเติบโตของไนทริฟายเออร์  จะช้ากว่า
แบคทีเรียที่ท าการย่อยสลายสารอินทรีย์ในระบบ Activated sludge ดังนั้นอายุสลัดจ์ที่เหมาะสมคือ 
3 - 5 วัน 
  2) ค่าพีเอช มีผลต่อการเจริญเติบโตของไนทริฟายเออร์เป็นอย่างมาก ค่าพีเอชที่
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของไนโตรโซโมนัส และไนโตรแบคเทอร์ คือ 8.0 - 8.5 และ 7.0 – 8.0 
ตามล าดับ นอกจากนี้ค่าพีเอชยังมีผลต่อปริมาณแอมโมเนียและปริมาณไนไตรต์ ซึ่งมีความเป็นพิษต่อ
ไนทริฟายเออร์และความเป็นด่าง ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่ต้องควบคุมค่าพีเอชให้มีความเหมาะสม 
โดยค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อระบบ คือสภาพค่าพีเอชที่เป็นกลาง 
  3) อุณหภูมิ มีผลต่อการเจริญเติบโตของไนทริฟายเออร์ มากกว่าแบคทีเรียที่ท าการ
ย่อยสลายสารอินทรีย์ ปฏิกิริยาไนตริฟิเคชันจะมีอัตราเร็วสูงขึ้นเมื่อน้ ามีอุณหภูมิสูงขึ้น 
  4) สารพิษ สารประกอบอินทรีย์และอนินทรีย์หลายชนิด แสดงความเป็นพิษและ
ขัดขวางการเจริญเติบโตของไนทริฟายเออร์ เช่น แอมโมเนียอิสระ กรดไนตรัสอิสระ 
  5) ปริมาณออกซิเจนละลายน้ าที่เหมาะสมคือ 2 - 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 

3.2 ปัจจัยท่ีมีผลต่อปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชัน 
  1) สภาพแอนแอโรบิกที่เหมาะสม ควรมีค่าออกซิเดชัน-รีดักชันโพเทนเชียล (ORP) 
ประมาณ -200 ถึง -300 มิลลิโวลท์ 
  2) สารอินทรีย์ที่เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม สารอินทรีย์คาร์บอนอาจมาจาก
ภายนอกเซลล์ของจุลินทรีย์ ได้แก่ บีโอดีที่มีอยู่ในน้ าเสียหรือสารเคมีที่เติมลงไป เช่น เมทานอล 
กรดอะเซติก ในกรณีที่ไม่มีแหล่งคาร์บอนภายนอกเซลล์ ดีไนตริฟิเคชันอาจยังเกิดขึ้นได้โดยใช้แหล่ง
คาร์บอนภายในเซลล์จุลินทรีย์ (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2549) 
 
เทคโนโลยีการบ าบัดน  า 

1. กระบวนการทางชีวภาพ 
1.1 เฮเทอโรโทรฟิกดีไนตริฟิเคชั่น (Heterotrophic denitrification) 
เฮเทอโรโทรฟิกดีไนตริฟิเคชั่น จะใช้แบคทีเรียเฮเทอโรโทรฟิกในขั้นตอนการดีไนตริฟิเคชัน 

ซึ่งไนไตรต์และไนเตรตจะถูกเปลี่ยนเป็นก๊าซไนโตรเจน โดยใช้แหล่งอินทรีย์คาร์บอนในน้ าเสียเป็น
แหล่งคาร์บอนให้แก่แบคทีเรีย และเป็นตัวให้อิเล็กตรอน ดังสมการด้านล่าง 

C10H19O3N + 10NO3
-   →  5N2 + NH3 + 3H2O + 10 HCO3

-  (6) 
Heterotroph 
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1) ข้อดี คือ ประสิทธิภาพสูง ใช้งานง่ายและคุ้มราคา  
 2) ข้อเสีย คือ สารอินทรีย์คาร์บอนที่มากเกินไปท าให้เกิด secondary pollution และ
ต้องการการบ าบัดขั้นหลัง (post treatment) เพ่ือก าจัดสารชีวมวล (biomass) ซึ่งการเติบโตของ
แบคทีเรียในระบบ ท าให้เกิดความขุ่นในน้ าออก ต้องมีการควบคุมอุณหภูมิ เกิดการปล่อย NO2

−, NOx 
และ N2O และจ าเป็นต้องมีการปรับค่าพีเอช  
 

1.2 ออโทโทรฟิกดีไนตริฟิเคชัน (Autohydrogentrophic denitrification)  
ออโทโทรฟิกดีไนตริฟิเคชัน จะใช้แบคทีเรียออโทโทรฟิกในขั้นตอนการดีไนตริฟิเคชัน        

ซึ่ ง ไน ไตรต์และไน เตรตจะถูก เปลี่ ยน เป็ นก๊ าซไน โตรเจน  โดยใช้ อนิ นทรีย์ คาร์บอน  เช่น 
คาร์บอนไดออกไซด์ ไบคาร์บอเนตและโมเลกุลไฮโดรเจน เป็นแหล่งพลังงานให่แก่แบคทีเรีย            
ดังสมการด้านล่าง  

2NO3
− + 5H2    →  4H2O + N2 + 2OH−  (7) 

 
1) ข้อดี คือ การใช้ H2 ไม่อันตราย ราคาถูก ไม่ก่อมลพิษ และมีความสามารถในการละลาย

น้ าต่ ามาก ดังนั้นในเปรียบเทียบกับผู้ให้อิเล็กตรอนอ่ืน ๆ ไม่จ าเป็นต้องมีขั้นตอน post treatment
เพ่ือก าจัดสารตั้งต้นส่วนเกิน โดยมีการสร้างมวลชีวภาพของจุลินทรีย์  (microbial biomass) แค่ 
50% และการก่อตัวของผลพลอยได้ (by-product) น้อยกว่าแบบ heterotrophic denitrification  

2) ข้อเสีย คือ มีการปล่อย NO2
−, NOx และ N2O  การควบคุมค่าพีเอชเป็นสิ่งจ าเป็น

เช่นเดียวกับระบบแบบชีวภาพทั่วไป ความสามารถในการละลายของ H2 ในฐานะผู้บริจาคอิเล็กตรอน
ต่ า และมีความเสี่ยงต่อการระเบิดของ H2 ท าให้ต้องมีระบบการขนส่งและการจัดเก็บที่ได้คุณภาพ 
(Prüsse, Hähnlein, Daum, & Vorlop, 2000) 

 
 

ภาพ 3 กลไกการบ าบัดไนโตรเจนและฟอสฟอรัสด้วยกระบวนการทางชีวภาพ 
ที่มา: (Zhang, Huang, & Hu, 2020) 

Autohydrogenotrophs 
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2. กระบวนการทางไฟฟ้าเคมี (Electrochemical process) 
 กระบวนการทางไฟฟ้าเคมี คือปฏิกิริยาเคมีที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระหว่างพลังงาน
ไฟฟ้าและพลังงานเคมีแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ spontaneous เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นได้เอง 
สามารถใช้เป็นแหล่งก าเนิดไฟฟ้าได้ เช่นในเซลล์ไฟฟ้าเคมีหรือแบตเตอรี่และ non-spontaneous 
เป็นกระบวนการที่ไม่สามารถเกิดขึ้นเองได้ ต้องใช้แรงดันไฟฟ้าเพ่ือท าให้เกิดปฏิกิริยา โดยปฏิกิริยา
เคมีที่ท าให้มีการเปลี่ยนแปลงพลังงานไฟฟ้าและเคมี  จะเกี่ยวข้องกับการถ่ายเทอิเล็กตรอนของ
สารเคมีที่เรียกว่า ปฏิกิริยารีดอกซ์ (redox reaction) โดยสารที่รับอิเล็กตรอนเรียกว่าตัวออกซิไดซ์ 
(oxidizing agent) และสารให้อิเล็กตรอนเรียกว่า ตัวรีดิวซ์ (reducing agent) 

1) ข้อดี คือใช้งานง่าย เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ค่าใช้จ่ายต่ า เหมาะส าหรับการก าจัดไนเตรต
ให้กลายเป็นก๊าซไนโตรเจน ไม่ต้องการเวลาในการ start up และในการบ าบัดน้ า โดยน้ าที่ผ่านการ
บ าบัดแล้ว ไม่จ าเป็นต้องผ่านการบ าบัดขั้นหลัง (post treatment)  
 2) ข้อเสีย คือการสร้างแอมโมเนีย ไนไตรต์ และมีความเป็นไปได้ในการก่อตัวของ N2O, NO 
และ NH2OH (Dash & Chaudhari, 2005) 
 

 
 

ภาพ 4 หลักการของกระบวนการทางไฟฟ้าเคมี 
ที่มา: (Look4chemistry, 2011) 
 

3. กระบวนการแลกเปลี่ยนไอออน (Ion exchange process)  
การแลกเปลี่ยนไอออนสามารถก าจัดไอออนประจุบวก (Cation) และไอออนประจุลบ 

(Anion) จากน้ าเสียได้ โดยแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ ซีโอไลด์ (Zeolite) และสารกรองเรซิน (Ion 
Exchange Resin) ซ่ึงสารกรองเรซินเป็นที่นิยมเนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงกว่า โดยน้ าเสียจะไหลผ่าน
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ถังที่บรรจุสารกรองเรซิน ไอออนประจุบวกในน้ าเสียจะแลกเปลี่ยนกับไอออนของไฮโดรเจนหรือ
ไอออนของโซเดียม ได้แก่ เรซินแบบกรดแก่ (Strong Acid Cation Resin) และเรซินแบบกรดอ่อน 
(Weak Acid cation Resin) ส่วนไอออนประจุลบในน้ าเสียจะถูกแลกเปลี่ยนกับไอออนของไฮดรอก
ไซด์ของสารกรองเรซินแบบด่างแก่ (Strong Base Anion Resin) เรซินทุกชนิดเมื่อใช้ไปในระยะเวลา 
หนึ่งจะหมดประสิทธิภาพ แต่สามารถปรับปรุงประสิทธิภาพกลับคืนมาได้อีกโดยการท าการฟ้ืนฟู
สภาพ (Regeneration) ซ่ึงเรซินแต่ละชนิดจะมีประสิทธิภาพในการฟ้ืนฟตู่างกัน  

1) ข้อดี คือใช้งานง่าย มีประสิทธิภาพ และคุ้มค่าส าหรับผู้ผลิตน้ ารายย่อย/ขนาดเล็ก  
 2) ข้อเสีย คือ เกิดของเสียจากสารละลายต่าง ๆ ที่มีความเข้มข้นของเกลือสูง (brine waste) 
และเปลี่ยนองค์ประกอบของน้ าที่ผ่านการบ าบัดแล้ว ต้องมีการฟ้ืนฟูตัวกลางบ่อยครั้ง และมีค่าใช้จ่าย
สูงส าหรับการบ าบัดไนเตรตที่มีความเข้มข้นสูง (S. Lee, Maken, Jang, Park, & Park, 2006) 
 

 
 

ภาพ 5 หลักการท างานของการแลกเปลี่ยนไอออน 
ที่มา: (GlobalSpec) 
 

4. กระบวนการรีเวอร์สออสโมซิส (Reverse osmosis process)  
 การรีเวอร์สออสโมซิสหรืออัลตราฟิลเตรชัน (Ultrafiltration) จะอาศัยแรงดันภายนอกเพ่ือ
หักล้างกับแรงดันภายใน ท าให้น้ าบริสุทธิ์แยกอยู่ด้านหนึ่งของแผ่นเยื่อ และแร่ธาตุที่ไม่ต้องการจะแยก
ไปอยู่อีกด้านหนึ่ง โดยทั่วไปนิยมใช้ในการลดความเค็มของน้ าใต้ดิน นอกจากนี้ยังใช้ในการก าจัดสาร
ปนเปื้อนจ าพวก สี กลิ่น และรสชาติ เช่น คลอไรด์และซัลเฟต ทั้งนี้ยังสามารถใช้ก าจัดฟลูออไรด์ 
ตะกั่ว ปรอท และไนเตรตได ้การท างานของระบบนี้จะขึ้นอยู่กับคุณภาพน้ าเป็นส าคัญ เพราะแผ่นเยื่อ
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จะถูกท าลายได้ง่ายหากในน้ าที่มีของแข็งแขวนลอย สารอินทรีย์ละลายน้ า กา๊ซไข่เน่า เหล็ก และสาร
ออกซิไดซ์ เช่น คลอรีน โอโซน และเปอร์มังกาเนต  
 1) ข้อดี คือควบคุมด้วยระบบอัตโนมัติขนาดใหญ่ ท าให้ต้องการการควบคุมที่น้อยลงและไม่
จ าเป็นต้องมีการบ าบัดขั้นหลัง (post treatment)    
 2) ข้อเสีย คือค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง เกิดของเสียจากสารละลายต่าง ๆ ที่มีความเข้มข้นของ
เกลือสูง (brine waste) ไม่เป็นที่นิยมในการก าจัดไนเตรต 

 
 

ภาพ 6 หลักการรีเวอร์สออสโมซิส 
ที่มา: (Puretec Industrial Water) 
 

5. กระบวนการอิเล็กโทรไดอะไลซิส (Electrodialysis process) 
การก าจัดแร่ธาตุด้วยวิธีอิเล็กโทรไดอะไลซิส จะอาศัยหลักการเดียวกับการออสโมซิส โดยการ

ใช้เยื่อเลือกผ่านแบบเจาะจงไอออน (Ion-selective membrane) ร่วมกับสนามไฟฟ้าในการแยก
ไอออนลบและบวกออกจากสารละลาย โดยไอออนจะเคลื่อนที่ผ่านเยื่อแลกเปลี่ยนไอออนซึ่งเป็นเยื่อ
บาง ๆ ไปยังขั้วไฟฟ้าที่มีขั้วตรงกันข้ามท าให้สารละลายมีความเข้มข้นลดลง 

1) ข้อดี คือควบคุมด้วยระบบอัตโนมัติขนาดใหญ่ ท าให้ต้องการการควบคุมที่น้อยลงและไม่
จ าเป็นต้องมีการบ าบัดขั้นหลัง (post treatment)   
 2) ข้อเสีย คือ ค่าใช้จ่ายสูง เกิดของเสียจากสารละลายต่าง ๆ ที่มีความเข้มข้นของเกลือสูง 
(brine waste) ท าให้เกิดการเปลี่ยนองค์ประกอบของน้ าที่ผ่านการบ าบัดแล้ว (Samatya, Kabay, 
Yüksel, Arda, & Yüksel, 2006) 
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ภาพ 7 หลักการของการอิเล็กโทรไดอะไลซิส 
ที่มา: (Zrelli, 2017) 
 

6. กระบวนการทางเคมี (Chemical process)  
 การบ าบัดน้ าทางเคมี เหมาะส าหรับการบ าบัดน้ าเสียที่มีลักษณะดังต่อไปนี้ มีของแข็ง
แขวนลอยขนาดเล็ก ของแข็งท่ีตกตะกอนด้วยตัวเองได้ช้า สภาพกรดหรือด่างสูงเกินไป สารโลหะหนัก
ที่เป็นพิษ สารประกอบอนินทรีย์ละลายน้ าที่เป็นพิษ ไขมันและน้ ามันที่ละลายน้ า  โดยการการเติม
สารเคมีต่าง ๆ ลงไป เพ่ือให้เกิดการท าปฏิกิริยาจนสามารถแยกสารหรือสิ่งปนเปื้อนต่าง ๆ ในน้ าได้ 
ตัวอย่างเช่น  กระบวนการโคแอกกูเลชัน (Coagulation) การแลกเปลี่ยนไออน (Ion exchange) 
และกระบวนการตกตะกอนผลึก (Precipitation) เป็นต้น 

1) ข้อดี คือ ก าจัดไนเตรตได้เร็วกว่าวิธีการทางชีวภาพ และมีค่าใช้จ่ายที่ประหยัดกว่าวิธีทาง
เคมีฟิสิกส์หลาย ๆ วิธี  
 2) ข้อเสีย คือ ค่าใช้จ่ายสูง ขึ้นอยู่กับค่าพีเอชของสารละลายเป็นส าคัญ และผลิตผลพลอยได้ 
ที่เป็นพิษ (Choi & Batchelor, 2008) 
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ภาพ 8 หลักการท างานของการตกตะกอนทางเคมี 
ที่มา: (Teh, Budiman, Shak, & Wu, 2016) 
 
การพัฒนาระบบบ าบัดน  าแบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี 
 การใช้ autohydrogenotrophs ในเครื่องปฏิกรณ์ ต้องใช้วิธีการที่เหมาะสมในการจัดหา H2

ให้กับจุลินทรีย์ การฉีดก๊าซ H2 ลงในเครื่องปฏิกรณ์ เป็นวิธีเริ่มต้นอย่างง่ายของการจ่าย H2 ให้กับ 
autohydrogenotrophs ซึ่งจากงานวิจัยก่อนหน้าพบว่ามีข้อจ ากัด (K.-C. Lee & Rittmann, 2002) 
เนื่องจากความสามารถในการละลายน้ าของ H2 ต่ า ซึ่งท าให้การเข้าถึงและเวลาสัมผัส ส าหรับ
ปฏิกิริยาของจุลินทรีย์ลดลง ส่งผลให้อัตราการก าจัดไนเตรตลดลงเมื่อเทียบกับ heterotrophic 
denitrification (Prosnansky, Sakakibara, & Kuroda, 2002; Vasiliadou, Pavlou, & Vayenas, 
2006) ข้อเสียอ่ืน ๆ ในการใช้ H2 คือการจัดหาก๊าซไฮโดรเจนซึ่งมีราคาแพง ติดไฟได้ ระเบิดได้ ปัญหา
การขนส่งและการเก็บรักษา  
 การสร้างแหล่งก าเนิดไฮโดรเจน ได้รับการแนะน าว่าเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการ
แก้ปัญหาข้างต้นได้ โดยมีสองทางหลัก คือปฏิกิริยาทางเคมีในเครื่องปฏิกรณ์และอิเล็กโทรไลซิสของ
น้ า ข้อบกพร่องบางประการของการฉีด H2 เช่น อัตราการเกิดปฏิกิริยาช้าและมีความเป็นไปได้สูงใน
การสร้างผลพลอยได้ที่ไม่ต้องการ ในขณะที่วิธีอิเล็กโทรไลซิสของน้ านั้นเป็นวิธีการที่สะอาด ในการ
ผลิต H2 ซึ่งควบคุมอัตราได้อย่างสมบูรณ์แบบ โดยการตั้งค่ากระแสไฟฟ้า 
 การรวมกระแสไฟฟ้าเข้ากับกระบวนการดีไนตริฟิเคชันทางชีวภาพ ท าให้เกิดเครื่องปฏิกรณ์
ชนิดใหม่ที่เรียกว่า BER (Bio-electrochemical reactor) พ้ืนผิวของแคโทดใน BERs ท าให้ดีไนตริ
ฟายอิงแบคทีเรีย มีพ้ืนที่สมบูรณ์ส าหรับการตรึง ซึ่งแบคทีเรียสามารถสัมผัสโดยตรงกับ H2 ที่สร้างขึ้น
จากแหล่งก าเนิด ดังแสดงในภาพ 9 (S. Mousavi, Ibrahim, Aroua, & Ghafari, 2012) 
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ภาพ 9 ส่วนประกอบของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี (BER) 
ที่ใช้ส าหรับการดีไนตริฟิเคชัน 

 
 สมการด้านล่างแสดงการอิเล็กโทรไลซิสของน้ า ทีม่ีการผลิตออกซิเจนและก๊าซไฮโดรเจน 
การสร้างออกซิเจนโดยปฏิกิริยาขั้วบวก :  

5H2O → 2.502(g) + 10 H+ + 10e−    (8) 
การสร้างไฮโดรเจนโดยปฏิกิริยาขั้วลบ :  

10H2O + 10e− → 5H2(g) + 100 H−    (9) 
 
 ปัจจัยท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการบ าบัด 

1) กระแสไฟฟ้า (Electric current) 
กระบวนการดีไนตริฟิเคชันทางชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี เกี่ยวข้องกับกระแสไฟฟ้าโดยสิ้นเชิง 

การปรับกระแสมีบทบาทส าคัญต่อการใช้ระบบ BER ในการก าหนดเงื่อนไขที่เหมาะสมส าหรับ
แบคทีเรีย hydrogenotrophic และท าให้ได้อัตราการดีไนตริฟิเคชันสูงขึ้น โดยค่าพีเอชและความ
เข้มข้นของแหล่งพลังงาน (H2) จะขึ้นอยู่กับความเข้มของกระแสไฟฟ้า ในกระบวนการอิเล็กโทรไลซิส
H2 และ OH- จะถูกสร้างขึ้นบริเวณขั้วลบ และความเข้มข้นของ OH− จะเพ่ิมขึ้นเมื่อใช้กระแสไฟฟ้าที่
สูงขึ้น และเป็นผลให้ค่าพีเอชเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย ทว่าประสิทธิภาพของเครื่องปฏิกรณ์อาจลดลง 
อย่างไรก็ตามกิจกรรมของแบคทีเรีย  hydrogenotrophic ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของผู้บริจาค
อิเล็กตรอน (H2) ซึ่งเป็นปัจจัยควบคุมในกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน  
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2) ระยะเวลาการกักเก็บน  า (HRT)  
 เนื่องจากความสามารถในการละลายของ H2 นั้นต่ า ดังนั้นการใช้เวลาสัมผัส (contact 
time) ที่เพียงพอจะช่วยลดการยับยั้งและเพ่ิมอัตราการดีไนตริฟิเคชัน แต่ถ้าใช้ HRT และความเข้ม
กระแสที่สูงจนเกินไป จะน าไปสู่การยับยั้งกระบวนการโดยเกิดการสะสมของไนไตรต์ เนื่องจาก
ไฮโดรเจนส่วนเกินในไบโอฟิล์มหรือความเข้มข้นของ OH− ที่ เพ่ิมขึ้น การก าจัดไนเตรทที่ มี
ประสิทธิภาพสูงท าได้ในสภาวะที่เหมาะสม คือ HRT 8 ชั่วโมง และกระแสไฟฟ้า 40 มิลลิแอมป์ โดย
ไมม่ีการสะสมของไนไตรต ์ 
 

3) ค่าพีเอช (pH) 
ค่าพีเอชซึ่งเป็นปัจจัยควบคุม จะต้องถูกควบคุมตามความเหมาะสม เพ่ือให้ได้อัตราการดีไน

ตริฟิ เคชันที่สู งจากการท างานของแบคที เรีย autohydrogenotrophic ใน BER เช่นเดียวกับ
กระบวนการดีไนตริฟิเคชันทางชีวภาพอ่ืน ๆ ที่จะต้องมีการพิจารณาเพ่ือหาค่าที่เหมาะสมของพีเอช 
โดยการเพ่ิมขึ้นของค่าพีเอช เป็นสาเหตุของการสะสมไนไตรต์ และค่าพีเอชที่ต่ าท าให้เกิดการแตกตัว
ของคาร์บอเนตไอออนและคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งลดแหล่งก าเนิดคาร์บอนและยับยั้งการท างานของ
จุลินทรีย์ 

 
4) แหล่งคาร์บอน (Carbon source) 

 ปริมาณคาร์บอนที่ไม่เพียงพอหรือแหล่งคาร์บอนที่ถูกย่อยสลายได้ไม่ดี อาจเป็นปัจจัยจ ากัด
ในกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน ดังนั้นการใช้แหล่งที่มาของคาร์บอนที่เหมาะสมและการควบคุม
อัตราส่วน C / N จึงเป็นสิ่งส าคัญ (Zhao et al., 2011; Zhou, Fu, Gu, & Lei, 2007) 
 
 เห็นได้ว่าประสิทธิภาพของการดีไนตริฟิเคชัน โดยระบบบ าบัดแบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี
(BER) จะมีประสิทธิภาพการบ าบัดสูงหรือต่ า ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่างเป็นตัวก าหนด โดยตัวแปร
ส าคัญในการประกอบเครื่องปฏิกรณ์คือชนิดของวัสดุที่ใช้ จ านวน รวมทั้งการออกแบบ ดังนั้นเพ่ือลด
ข้อเสียบางประการในระบบ BER การหาข้อบกพร่องและการปรับพารามิเตอร์เหล่านี้ให้มีความ
เหมาะสมจ าเป็นอย่างมาก เพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพการบ าบัดที่สูงสุด 
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ตาราง 3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการดีไนตริฟิเคชันในระบบบ าบัดแบบชีวภาพร่วมกับ
ไฟฟ้าเคมี 
 

 
 
ที่มา: (S. A. Mousavi, Ibrahim, Aroua, & Ghafari, 2011) 
 
แบคทีเรียที่เกี่ยวข้องในการก าจัดไนเตรต  

แบคทีเรีย คือ จุลินทรีย์ที่เป็นเซลล์เดียว มีขนาดเล็กไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า มีผนัง
หุ้มเซลล์ 2 ชั้น ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส ส่วนใหญ่ไม่มีคลอโรฟิลล์ พบอยู่ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม ร่างกาย
ของคนและสัตว์ มีรูปร่างได้หลายแบบ เช่น รูปแห่ง รูปทรงกลม รูปขดเป็นวง การด ารงชีพของ
แบคทีเรียต้องใช้พลังงานและสารประกอบต่าง ๆ ทั้งในรูปของสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ ธาตุที่
ส าคัญในสารประกอบคือคาร์บอน  
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 การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย หมายถึง การแบ่งเซลล์ท าให้มีปริมาณเพ่ิมข้ึน ในการบ าบัดน้ า
เสียโดยใช้กิจกรรมของแบคทีเรีย โดยจ าเป็นต้องท าให้แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตให้สูงสุด เพ่ือให้การ
บ าบัดน้ าเสียมีประสิทธิภาพสูงด้วย แบคทีเรียต้องการสารอาหารและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมเพ่ือ
การเจริญเติบโต   
 1. เฮเทอโรโทรฟิกแบคทีเรีย (Heterotrophic bacteria)  

ใช้สารประกอบอินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน แบคทีเรียเฮเทอโรโทรฟิก
เป็นที่ต้องการอย่างมากส าหรับก าจัดไนเตรตจากน้ าเสีย เนื่องจากสารประกอบอินทรีย์ในน้ าเสีย
สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนได้ และถูกใช้ในการดีไนตริฟิเคชันทางชีวภาพของน้ าดื่ม อย่างไรก็ตาม
การใช้แบคทีเรียเฮเทอโรโทรฟิกในระบบเพ่ือก าจัดไนเตรท มีข้อบกพร่องบางประการ เช่น แหล่ง
คาร์บอนที่เหลือและผลพลอยได้ และการอุดตันในเครื่องปฏิกรณ์ซึ่งมักจะเกิดขึ้นหลังการบ าบัดขั้น
หลัง (post treatment) 

ดีไนตริฟายอิง (Denitrifying bacteria) เป็นแบคทีเรียอยู่ในกลุ่มของอนุกรมวิธาน และ
สรีรวิทยาของแบคทีเรีย เช่น Organotrophs, Lithotrophs และ Phototrophs และยังมีแบคทีเรีย
จ า พ ว ก ต่ อ ไป นี้  Bacillus, Spirillum, Hyphomicrobium, Agrobacterium,  Propionobacterium, 
Acinetobacter, Rhizobium, Corynebacterium และ Cytophaga ซึ่ งมีหน้ าที่ ในการดี ไนตริ      
ฟิเคชัน นอกจากนี้สกุลที่พบมากที่สุดอาจเป็น Pseudomonas (P. fluorescens, P. aeruginosa, 
P. denitrificans) และ Alcaligenes ซึ่งพบได้บ่อยใน ดิน น้ าและน้ าเสีย ยังมีพวก halophilic 
archaea บางส่วน เช่น Halobacterium และ Haloferax เช่นเดียวกับแบคทีเรียแกรมบวก เช่น 
Bacillus และ Jonesia นั้นมีความสามารถในการดีไนตริฟิเคชัน และแบคทีเรียของดีไนตริฟายอิง
บางสายพันธุ์ สามารถท าการดีไนตริฟิเคชันในที่มีออกซิเจนได้ ในสถานการณ์เช่นนี้ออกซิเจนและไน
เตรตจะท างานร่วมกัน  

 
 2. ออโทโทรฟิกแบคทีเรีย (Autotrophic bacteria)  

ใช้อนินทรีย์คาร์บอน เช่น คาร์บอนไดออกไซด์หรือไบคาร์บอเนตเป็นแหล่งคาร์บอน และใช้
ประโยชน์จากการที่สารประกอบอินทรีย์ลดลง เช่น แมงกานีส ไฮโดรเจนซัลไฟด์ เหล็กเฟอรัส หรือ
โมเลกุลไฮโดรเจน (H2) เป็นแหล่งอิเล็กตรอนเพ่ือได้รับพลังงาน โดยแบคทีเรียออโทโทรฟิกจะใช้
สารประกอบอนินทรีย์ที่มีราคาถูกกว่าเมื่อเทียบกับส่วนประกอบอินทรีย์  และสารตกค้างในน้ าดื่มที่
ผ่านการบ าบัดแล้วนั้นไม่เป็นอันตราย ซึ่งส่วนประกอบอนินทรีย์ที่ลดลงท าให้เกิดปัญหา เช่น การ
เปลี่ยนแปลงค่าพีเอช และความต้องการในการบ าบัดขั้นหลัง (post treatment)  ดังนั้น H2 จึงเป็น
ทางเลือกที่สมบูรณ์แบบในการบรรเทาปัญหาดังกล่าว นอกเหนือจากข้อเท็จจริงที่ว่า H2 เป็นผู้บริจาค
อิเล็กตรอนที่ดีที่สุดท่ามกลางธาตุอ่ืน ๆ โดยออโทโทรป (Autotrophs) ที่ใช้ H2 ในฐานะผู้บริจาค
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อิ เล็ กตรอน เป็นที่ รู้ จั กกัน ในชื่ อ“Autohydrogenotrophs” เช่ น  Paracoccus denitrificans, 
Alcaligenes eutrophus และ Pseudomonas pseudotiara ซึ่งถูกน าไปใช้ในกระบวนการดีไนตริ
ฟิเคชันในน้ าหรือน้ าเสีย ในการศึกษาที่แตกต่างกัน (S. Mousavi et al., 2012)  
   
 แบคทีเรียจะเจริญเติบโตได้ดีในสภาวะค่าพีเอชที่เป็นกลางและอุณหภูมิที่เหมาะสม พวกที่
เจริญได้ดีในอุณหภูมิต่ าๆ (ไซโครไฟล์ หรือ Psychrophile) อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 15 - 20 °ซ พวก
เจริญได้ดีที่อุณหภูมิปานกลาง (เมโซไฟล์ หรือ Mesophile) อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 20 - 45 °ช และ 
พวกที่เจริญได้ที่อุณหภูมิค่อนข้างสูง (เทอร์โมไฟล์ หรือ Thermophile) อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 45 - 
55 °ซ นอกจากนี้แบคทีเรียยังสามารถแบ่งตามลักษณะความต้องการออกซิเจนได้ 3 ประเภท คือ 
  1) แอโรบิกแบคทีเรีย (Aerobic Bacteria) คือ แบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนอิสระเป็น
องค์ประกอบในการเจริญเติบโต 
  2) แอนแอโรบิกแบคทีเรีย (Anaerobic Bacteria) คือ แบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน
อิสระเป็นองค์ประกอบในการเจริญเติบโต 
  3) แฟคัลเททีฟแบคทีเรีย (Facultative Bacteria) คือ แบคทีเรียที่สามารถเจริญได้
ทั้งในสภาพมีและไม่มีออกซิเจนอิสระ 
 
วิธีวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
 เป็นการวัดปริมาณของแบคทีเรียในตัวอย่างที่ท าการทดสอบ หากต้องการทราบปริมาณของ
แบคทีเรียว่าเพ่ิมขึ้นเท่าใด ต้องวัดปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นและหลังสิ้นสุดการเลี้ยง จากนั้นน าค่าที่
ได้มาค านวณหาปริมาณท่ีเจริญเพิ่มข้ึนของแบคทีเรีย โดยมีวิธีการวัดหลายวิธี 

1. การนับจ านวนเซลล์แบคทีเรีย (cell count) 
 1.1 การนับโดยตรง (direct count)  

เป็นการนับจ านวนโดยตรงจากกล้องจุลทรรศน์ มีหลายวิธีคือ 
  1) การนับเชื้อแบคทีเรียที่ผ่านการตรึงและย้อมสี (stained film) วิธีนี้เป็นการนับ
เชื้อแบคทีเรียปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร ที่ถูกตรึงและย้อมสี(เมทิลีนบลู) อยู่บนสไลด์ภายในพ้ืนที่         
1 ตารางเซนติเมตร วิธีนี้มีข้อดีตรงที่ท าง่าย รวดเร็ว ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ไม่แพง แต่มีข้อเสีย
ตรงที่เป็นการนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด ทั้งเซลล์ที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต นอกจากนี้ตัวอย่างที่จะตรวจ
นับต้องมีจ านวนเชื้อแบคทีเรียมาก 
  2) การนับเชื้อบนสไลด์ Petroff – Hausser counting chamber โดยสไลด์พวกนี้
จะมีแอ่งซึ่งรู้ความลึกของ chamber และที่พ้ืนของ chamber จะมีตารางสี่เหลี่ยมซึ่งทราบความ
กว้างความยาว ดังนั้นเมื่อหยดเชื้อจุลินทรีย์ลงไปใน chamber ที่มี cover glass ปิดอยู่ ตรวจนับ
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เชื้อจุลินทรีย์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 400X ในสี่เหลี่ยมลูกบาศก์เล็ก โดยการนับให้นับเฉพาะ
เซลล์ที่แตะหรือทับด้านบนหรือด้านขวาของสี่เหลี่ยมจตุรัส แต่จะไม่นับเซลล์ใดก็ตามที่แตะหรือทับ
ด้านล่างและทางซ้ายมือของสี่เหลี่ยมจตุรัส ก็จะท าให้สามารถค านวณหาจ านวนเซลล์ต่อมิลลิลิตรของ
ตัวอย่างได้ ส าหรับข้อดีข้อเสียของ counting chamber จะเหมือนกับนับด้วยวิธี stained film 

 
 

ภาพ 10 การใช้สไลด์ Petroff – Hausser counting chamber นับจ านวนจุลินทรีย์ 
 

 1.2 การนับจ านวนแบคทีเรียในอาหารเลี ยงเชื อ (plate count)  
เป็นการเพาะเชื้อแบคทีเรียแบบ Suspension ลงในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยการเติมอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีวุ้นเป็นองค์ประกอบเพ่ือให้เกิดความแข็ง และน าเชื้อจุลินทรีย์ไปบ่ม 24-48 ชั่วโมง 
จากนั้นนับจ านวนโคโลนีที่เกิดขึ้น ปกติมักแสดงในรูปของ CFU/ml หรือ colony forming unit 
สามารถตรวจสอบเฉพาะแบคทีเรียที่มีชีวิต เป็นวิธีการที่นิยมใช้ห้องปฏิบัติการ  

ในการนับเซลล์จุลินทรีย์ด้วยวิธีนี้ จ านวนโคโลนีที่เจริญบนจานอาหารมีความส าคัญ จ านวน
โคโลนีควรมี 30-300/จาน หากมากกว่านี้ให้เจือจางน้ าตัวอย่างทีละ 10 เท่า (serial dilution) แล้ว
ท าการเพาะเชื้อจุลินทรีย์ลงบนจานอาหาร เมื่อเชื้อจุลินทรีย์เจริญบนจานอาหารแล้ว นับจ านวนและ
ท าการค านวณหาจุลินทรีย์ต่อกรัมหรือมิลลิลิตรของตัวอย่างได้ ซึ่งการนับจ านวนด้วยวิธี plate 
count มีหลายวิธีได้แก่ 
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ภาพ 11 การเจือจางน  าตัวอย่างทีละ 10 เท่า 
ที่มา: (BigBoss, 2556) 
 

1) Pour plate เมื่ อตั วอย่ างถู ก เจื อจางลงระดับละ  10 เท่ า  ท าการเพ าะ
เชื้อจุลินทรีย์จากตัวอย่างที่มีระดับการเจือจางเหมาะสม  โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ 1 มิลลิลิตร หรือ 0.1 
มิลลิลิตร หยดไปบนจานอาหารแล้วเทอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอุณหภูมิ 44 – 46 องศาเซลเซียส ลงไปผสม
เชื้อจุลินทรีย์ โดยแกว่งจานอาหารไปมาเบา ๆ ทิ้งให้อาหารแข็งตัวแล้วน าไปบ่ม ภายหลังบ่มแล้ว
โคโลนีของจุลินทรีย์จะเจริญทั้งในและบนอาหารเลี้ยงเชื้อ นับจ านวนจุลินทรีย์ในจานอาหาร วิธีนี้หาก
ใช้วุ้นที่ร้อนไปอาจท าให้เซลล์ที่มีความ sensitive ตายหรือบาดเจ็บไม่สามารถสร้างโคโลนีได ้  
 
 
 
 
 
 

ภาพ 12 วิธีการนับจ านวนแบคทีเรียบนอาหารเลี ยงเชื อแบบ Pour plate 
 

  2) Spread plate เป็นวิธีการนับจ านวนโคโลนีของจุลินทรีย์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบนจานอาหารที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งแข็งตัวแล้ว 
(solidified agar medium) เชื้อจุลินทรีย์จะถูกแผ่กระจายทั่วผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยแท่งแก้ว
พิเศษที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว (spreader) วิธีนี้ผู้วิเคราะห์จะสามารถสังเกตลักษณะโคโลนีของจุลินทรีย์
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ได้ง่าย ในบางครั้งวิธี spread plate อาจนับปริมาณเซลล์ได้มากกว่าวิธี pour plate เนื่องจาก
จุลินทรีย์ไม่ได้เจอกับความร้อนจากอาหารเลี้ยงเชื้อหลอมเหลวเหมือนวิธี  pour plate ในกรณีที่
ตัวอย่างมีเซลล์จุลินทรีย์อยู่น้อย การใช้วิธีนี้อาจขาดความถูกต้องแม่นย าเนื่องจากใช้ปริมาณตัวอย่าง
ค่อนข้างน้อย (0.1 มิลลิลิตร) ในการ plating 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 13 วิธีการนับจ านวนแบคทีเรียบนอาหารเลี ยงเชื อแบบ Spread plate 
 
  3) Drop plate วิธีนี้มีหลักการเหมือนกันกับ spread plate โดยจะหยดตัวอย่างที่
ระดับการเจือจางที่เหมาะสมลงบนจานอาหารหนึ่งจานต่อ  5 จุด โดยแต่ละจุดใช้ปริมาณ  0.02 
มิลลิลิตร ตัวอย่างจะถูกปล่อยให้แห้งอยู่บนอาหารเลี้ยงเชื้อในจานอาหาร ซึ่งโดยปกติจะมีความยาว
เส้นผ่านศูนย์กลางระหว่าง 1.5 ถึง 3 เซนติเมตร การนับและค านวณจ านวนโคโลนีขึ้นอยู่กับจ านวน
หยดต่อจานอาหาร จ านวนหยดต่อมิลลิลิตร และค่าการเจือจาง โดยทั่วไปเมื่อบ่มจนเชื้อเจริญแล้วให้
เลือกจานอาหารที่มีระดับการเจือจางเหมาะสม คือมีเชื้อจุลินทรีย์บนจานอาหารแต่ละจุดไม่เกิน 10 
โคโลนี เมื่อนับจ านวนโคโลนีทั้ง 5 จุดรวมกันในแต่ละระดับการเจือจาง ก็จะสามารถค านวณหา
จ านวนเชื้อจุลินทรีย์ต่อมล.หรือต่อกรัมตัวอย่าง 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 14 วิธีการนับจ านวนแบคทีเรียบนอาหารเลี ยงเชื อแบบ Drop plate 
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 1.3 การนับจ านวนแบคทีเรียบนเยื่อกรอง (membrane-fillter count)   
วิธีนี้เหมาะส าหรับตัวอย่างมีจ านวนจุลินทรีย์อยู่น้อย และจ าเป็นต้องใช้ปริมาตรของตัวอย่าง

มาก เพ่ือความแม่นย าในการตรวจหาจุลินทรีย์แบบปริมาณวิเคราะห์ ตัวอย่าง 100 มิลลิลิตรหรือ
มากกว่าจะถูกกรองผ่าน membrane filter ซึ่งมีรูขนาด 0.45 ไมครอน (แบคทีเรียไม่สามารถผ่านได้) 
จากนั้นน ากระดาษกรองวางในจานอาหารที่มีกระดาษซึ่งชุ่มด้วยอาหารเหลวอยู่แล้ว  โคโลนีของ
จุลินทรีย์จะเจริญบนกระดาษกรอง วิธีนี้มักใช้กับการตรวจวิเคราะห์ coliform bacteria ซึ่งเป็นตัว
บ่งชี้การปนเปื้อนจากอุจจาระในอาหารหรือน้ า 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 15 แสดงการนับจ านวนแบคทีเรียบนเยื่อกรอง 

 
2. การวัดหาความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดความขุ่น (Turbidimetric method) 

 ใช้หลักการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไม่เท่ากันของจ านวนแบคทีเรียที่มากขึ้น  ปริมาณแสงที่           
ดูดกลืนไว้และกระจายออกจะเป็นสัดส่วนกับความหนาแน่นของเซลล์  เครื่องมือที่ ใช้คือ 
Spectrophotometer โดยการน า suspension ของแบคที เรียใส่ ในหลอดวัด  (cuvette) อ่าน
เปอร์เซนต์แสงที่ผ่านออกมา (%transmittance) ถ้า suspension มีความขุ่นมากเปอร์เซ็นต์ที่แสงจะ
ผ่านได้มีน้อย 
 ข้อดี คือสะดวกรวดเร็ว หาความสัมพันธ์ระหว่างความขุ่นกับจ านวนเซลล์ได้เพ่ือสร้างเป็น
กราฟมาตรฐาน เพ่ือใช้ในการค านวณจ านวนเซลล์ของแบคทีเรีย ข้อเสีย คือเชื้อที่จะน ามาวัดต้องมี
ความขุ่นมากพอ เป็นการวัดทัง้เซลล์ที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต 
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ภาพ 16 แสดงการวัดหาความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดความขุ่น 
 

3. การวัดความเข้มข้นของเซลล์โดยวัดจากปริมาณไนโตรเจน 
องค์ประกอบที่ส าคัญของเซลล์คือโปรตีน  ซึ่งมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ สามารถวัด

ปริมาณไนโตรเจนเพ่ือเป็นตัวแทนของจุลินทรีย์ได้ ปกติจะมีไนโตรเจน 14% ของน้ าหนักแห้ง การวัด
ชนิดนี้ต้องล้างเซลล์ให้สะอาดจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ติดมาด้วย  เป็นวิธีการที่ง่ายมากแต่ต้องใช้เซลล์
แบคทีเรียจ านวนมาก เหมาะส าหรับงานวิจัยทางจุลชีววิทยาเท่านั้น 

 
4. การหาน  าหนักแห้งของเซลล์ 
เป็นวิธีการหามวลของเซลล์ ซึ่งจะแปรผันไปตามจ านวนเซลล์ วิธีนี้ต้องท าให้เซลล์แห้งจน

น้ าหนักคงที่และต้องไม่มีสารอ่ืนปะปนมาด้วยเป็นวิธีที่เสียเวลา เหมาะส าหรับงานวิจัยเท่านั้น 
 
5. การวัดกิจกรรมการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในด้านต่างๆ 
เป็นการวัดกิจกรรมของจุลินทรีย์ทางอ้อม โดยการวัดปริมาณการสร้างกรดหรือก๊าซจาก

กระบวนการหมักที่เกิดขึ้นจากการใช้สารอาหารตั้งต้น วิธีนี้แม้ไม่ได้นับจ านวนเซลล์โดยตรงแต่ก็เป็น
วิธีวัดการเจริญเติบโตทางอ้อมว่ามีการเจริญของจุลินทรีย์มากน้อยเพียงใด (นักศึกษาการประมง 2 ปี 
(การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า), 2553) 
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งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 การปนเปื้อนของไนเตรตในน้ าใต้ดิน ได้กลายเป็นปัญหาสิ่งแวดล้อมที่เพ่ิมมากขึ้นเรื่อย ๆ 
เพ่ื อป รับป รุ ง อั ต ราการดี ไนตริ ฟิ เคชั น ให้ มี ป ระสิ ท ธิ ภ าพ  Three-dimensional (3D) bio-
electrochemical reactor  จึงได้รับการพัฒนาขึ้น (Zhou et al., 2007) โดยอุปกรณ์ที่ใช้ในการ
ทดลอง ได้แก่ ß-PbO2 ดัดแปลงโดยฟลูออรีนเรซิ่นใช้เป็นขั้วบวก เพ่ือปรับปรุงความต้านทานต่อการ
กัดกร่อนในน้ าเสีย ขั้วลบคือ ACF (Activated Carbon Fiber) ซึ่งมีพ้ืนที่ผิวที่มีประสิทธิภาพ 500 
ตารางเมตรส าหรับการยึดเกาะจุลินทรีย์ เยื่อเซลลูโลสอะซิเตทถูกน ามาใช้เพ่ือป้องกันก๊าซออกซิเจน   
ที่เกิดจากปฏิกิริยาด้านขั้วบวกจากการขนส่งเข้าไปในห้องแคโทด เพ่ือรักษาสภาพที่ไม่ใช้ออกซิเจน 
เพ่ือการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดีไนตริฟายอิง และอิเล็กโทรดล าดับที่สามที่บรรจุในห้องแคโทดคือ 
AC (Activated Carbon) จากการทดลองพบว่าเครื่องปฏิกรณ์สามารถก าจัดไนเตรตได้ดีที่อุณหภูมิ
ปานกลางคือ 30-35 องศาเซลเซียส และจะมีการสะสมของไนไตรต์ที่อุณหภูมิสูงหรือต่ ากว่า ซึ่ง CO2 
ที่ผลิตจากขั้วบวกและขั้วลบท าหน้าที่เป็นบัฟเฟอรที่ดี ท าให้เครื่องปฏิกรณ์ท างานได้ดีในช่วงค่า pH ที่
กว้าง โดยค่าความเป็นกรด – ด่างที่เหมาะสมที่สุดในงานปัจจุบันส าหรับการดีไนตริฟิเคชัน คือ
ประมาณ 7.6–8.5 และเมื่อมีการเพ่ิมขึ้นของกระแสไฟฟ้าท าให้อัตราการดีไนตริฟิเคชันสูงขึ้น แต่เมื่อ
ให้กระแสไฟฟ้าสูงเกินกว่า 15 มิลลิแอมป์ จะสังเกตเห็นได้ว่าอัตราการดีไนตริฟิเคชันถูกระงับ และ
แม้ว่าความเข้มข้นของไนเตรตเริ่มต้นต่ าจะเป็นที่นิยมในการก าจัดไนเตรต แต่อัตราดีไนตริฟิ เคชันจะ
เพ่ิมขึ้น เมื่อโหลดไนเตรตและสามารถเข้าถึงได้สูงถึง 0.222 mgNO3-N / cm2/ d โดยเครื่องปฏิกรณ์
นี้ดูเหมือนว่าจะเหมาะส าหรับการฟ้ืนฟูน้ าบาดาล ส าหรับการมีอยู่ของสารมลพิษอินทรีย์ที่กว้างขึ้น 
เนื่องจากการท างานร่วมกันระหว่างออโทโทรฟิก และเฮเทอโรโทรฟิก สรุปได้ว่าระบบนี้มีอัตราดีไนตริ
ฟิเคชันสูง และมีประสิทธิภาพที่ดีขึ้นในเงื่อนไขที่กว้างขึ้น มีศักยภาพในการประยุกต์ใช้ส าหรับการ
ก าจัดไนเตรตจากน้ าใต้ดิน 
 เพ่ือบ าบัดน้ าใต้ดินที่ปนเปื้อนไนเตรตได้อย่างมีประสิทธิภาพ  Intensified biofilm–
electrode reactor (IBER) โดยกระบวนการร่วมระหว่าง  heterotrophic และ autotrophic 
denitrification ได้รับการพัฒนา (Zhao et al., 2011) โดยอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลองได้แก่ ขั้วบวก
คือ แท่งคาร์บอน และขั้วลบคือ ขดลวดสแตนเลส เครื่องปฏิกรณ์ถูกทดสอบด้วยน้ าใต้ดินสังเคราะห์ 
โดยมีความเข้มข้นของไนเตรต 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้เงื่อนไขที่แตกต่างกัน โดยมีระยะเวลากัก
เก็บ (HRTs = 24, 20, 16, 12, 8) อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C / N = 3, 2, 1.5, 1.25, 1, 
0.75) และกระแสไฟฟ้า (I = 20, 40, 60, 80, 100 mA) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ประสิทธิภาพ
ในการก าจัดไนเตรตสูงกว่า 97% ที่ระดับ C / N = 0.75 HRT = 8 ชั่วโมง และ I = 40 มิลลิแอมป์ 
และไม่มีการสะสมไนไตรต์จนกว่า C / N จะลดลงเป็น 0.75 แอมโมเนียและอินทรีย์คาร์บอนที่เหลือ 
(เมทานอล) ไม่ถูกตรวจพบในสภาวะที่ดีที่สุด สรุปได้ว่ากระบวนการร่วมของ heterotrophic และ 
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autotrophic denitrification ใน IBER มีแนวโน้มส าหรับการปรับปรุงการบ าบัดน้ าที่ปนเปื้อน       
ไนเตรต พร้อมกันนั้น CO2 ที่ผลิตจากขั้วบวกท าหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์ที่ดี ควบคุมค่าพีเอชในระบบโดย
อัตโนมัติ สรุปได้ว่าเครื่อง intensified biofilm–electrode reactor ที่พัฒนาขึ้นในการศึกษานี้มี
ประสิทธิภาพในการบ าบัดน้ าใต้ดินที่ปนเปื้อนด้วยไนเตรต 

ระบบ Heterotrophic/biofilm-electrode autotrophic denitrification reactor (HAD-
BER) ถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพการดีไนตริฟิเคชัน และลดการใช้แหล่งอินทรีย์คาร์บอน 
(Tong et al., 2013) จากการทดลองประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรทสูงสุด 99.9% ภายใต้ความ
หนาแน่นกระแสที่เหมาะสมที่ 200 mA/m2 จ านวนแบคทีเรีย heterotrophic denitrification 
(HDB) 2.0 x 105 และ hydrogen autotrophic denitrification bacteria (ADB) 2.0 x 103 ต่อ
มิลลิลิตร สารละลายไบโอฟิล์มถูกตรวจพบโดยการเพาะเชื้อ (MPN) แสดงให้เห็นว่า HDB และ ADB 
อยู่ร่วมกันใน HAD-BER โดยแหล่งก าเนิดอนินทรีย์คาร์บอนส าหรับ autotrophic denitrification 
คือคาร์บอนไดออกไซด์ที่ละลายในน้ า  ที่ วิวัฒนาการมาจาก heterotrophic denitrification 
process ระบุว่ามีการท างานร่วมกันระหว่าง HDB และ ADB เช่น แหล่งอินทรีย์คาร์บอนที่ใช้ส าหรับ 
การดีไนตริฟิเคชันสามารถลดลงได้ใน HAD-BER ดังนั้นการพัฒนา HAD-BER จึงเป็นแนวทางที่มี
แนวโน้มในการก าจัดไนเตรทออกจากน้ าใต้ดิน 
 การปรับปรุงประสิทธิภาพการดีไนตริฟิเคชันและการย่อยสลายของสารอินทรีย์มลพิษจาก 
micro-polluted ใ น น้ า ใ ต้ ดิ น ไ ป พ ร้ อ ม ๆ กั น  A novel three-dimensional (3 D) bio-
electrochemical reactor จึงได้ถูกพัฒนาขึ้น (Zhou, Wang, & Chi, 2009) ซึ่งได้รวมปฏิกิริยา
ออกซิเดชันทางไฟฟ้าเคมี  และ autotrophic denitrification ทางชีวภาพไว้ในเครื่องปฏิกรณ์
เดียวกัน โดยท าการเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพของเครื่องปฏิกรณ์ 2D แบบดั้งเดิม และเครื่อง
ปฏิกรณ์แบบ 3D ที่ไม่เพียงแต่พัฒนาให้ประสิทธิภาพส าหรับการก าจัด TOC และไนเตรตไปพร้อมๆ
กัน แต่ยังท าให้ผลพลอยได้จากไนไตรต์ลดลงด้วย จากการปรับปรุงดังกล่าวบทบาทของ AC ท าหน้าที่
เป็นขั้วไฟฟ้าแบบสองขั้ว ซึ่งท าให้มีพ้ืนที่ส าหรับไบโอฟิล์มมากข้ึนในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดีไน
ตริฟายอิง ค่าพีเอชที่มีการปรับจากการผลิต CO2 เพ่ือให้เกิดสถานการณ์ที่เอ้ืออ านวยต่อการดีไนตริ
ฟิเคชัน จากการทดลองในเครื่องปฏิกรณ์แบบ 3D อัตราการดีไนตริฟิเคชันเพ่ิมขึ้นเป็น 0.288 mg 
NO3–N / cm2/d และประสิทธิภาพปัจจุบันสูงถึง 285% และท างานได้เสถียรในช่วงกระแสที่กว้าง
ขึ้น นอกจากนี้มันแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพที่ดีขึ้นกับสภาวะที่มีการแปรปรวน ซึ่งบ่งบอกถึงเครื่อง
ปฏิกรณ์สามมิติแบบใหม่นี้มีศักยภาพในการประยุกต์ใช้ส าหรับการฟ้ืนฟูน้ าใต้ดิน 
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Central composite design (CCD) and Response surface methodology (RSM) 
การศึ กษ านี้ ได้ น า ม า ใช้ เ พ่ิ ม ป ระสิ ท ธิ ภ าพ  C / N แล ะค วาม ห น าแน่ น ขอ งก ระแส ใน 
heterotrophic/biofilm-electrode autotrophic denitrification reactor (HAD-BER) (Tong et 
al., 2014) ผลการศึกษาพบว่าไนเตรตสามารถลดลงได้อย่างมีประสิทธิภาพในช่วงกว้างของ C / Ns 
ตั้งแต่ 0.84–1.3535 และความหนาแน่นของกระแสที่ 96.8–370.0 mA/m2 อย่างไรก็ตามได้ค่า       
C / N ที่เหมาะสมคือ 1.13 และความหนาแน่นของกระแสไฟฟ้าที่เหมาะสมคือ 239.6 mA/m2 
นอกจากนี้ประสิทธิภาพของ HAD-BER ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการก าจัด
ไนเตรตได้เกือบ 100% ซึ่งการสะสมของไนไตรต์และแอมโมเนียยังต่ าอีกด้วย นอกจากนี้ภายใต้
สภาวะที่เหมาะสม H2 ที่สร้างจากอิเล็กไลซิสของน้ าจะจับคู่กับ CO2 ที่ผลิตโดย heterotrophic 
denitrification โดยการค านวณเชิงปริมาณ ดังนั้น CCD และ RSM สามารถใช้เพ่ือให้ได้สภาวะการ
ท างานที่เหมาะสมที่สุดและปรับปรุงประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและการใช้พลังงานใน HAD-BER 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
อุปกรณ์และสารเคมี 
 1. อุปกรณ์ 
  1.1 บีกเกอร์ 
  1.2 เครื่องชั่ง 
  1.3 สายยาง 
  1.4 แท่งแม่เหล็กขนาดเล็ก 
  1.5 เครื่องกวนแบบแม่เหล็ก 
  1.6 เครื่องกวนสารแบบ Overhead 
  1.7 แผ่นกราไฟต์  
  1.8 ขดลวดสแตนเลส 
  1.9 ขดลวดทองแดง 
  1.10 เครื่องก าเนิดไฟฟ้า   
  1.11 ปั๊มดูดจ่ายของเหลวแบบรีดท่อ  
 
 2. สารเคมี 
  2.1 โซเดียมไนเตรต (Sodium Nitrate; NaNO3) 
  2.2 โซเดียมอะซิเตทไฮเดรต (Sodium Acetate Hydrated; CH3.COONa.3H2O) 
  2.3 โพ แ ท ส เซี ย ม ได ไฮ โด ร เจน ออ โธ ฟ อ ส เฟ ต  (Potassium Dihydrogen 

Orthophosphate; KH2PO4) 

 
 3. เครื่องมือทีใ่ช้ในการวิเคราะห์ 

3.1 เครื่องวิเคราะห์การดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer) 
  3.2 เครื่องวิเคราะห์ปริมาณรวมของอินทรีย์คาร์บอน (Total Organic Carbon 
Analyzer)  
  3.3 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope 
and energy dispersive x-ray spectrometer (SEM-EDS) 

3.4 เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 



 34 

  3.5 เครื่องวัดอออกซิเจนละลายน้ า (DO meter) 
 
การเตรียมน  าปนเปื้อนไนเตรต 
 น้ าป น เปื้ อน ไน เต รต  เต รี ยม ได้ จ ากการล ะลายส าร เคมี ต่ อ ไป นี้  ได้ แ ก่  NaNO3, 

CH3.COONa3H2O และ KH2PO4 ลงในน้ าประปา โดยมีความเข้มข้นของไนเตรต 20 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร และสัดส่วนของ C/N แสดงดังตารางที่ 4  
 
ตาราง 4 ปริมาณสารเคมีที่ใช้ในการเตรียมน  าปนเปื้อนไนเตรต 
 

สารเคมี C/N = 2.0 C/N = 1.5 C/N = 1.0 

NaNO3 0.1214 0.1214 0.1214 

CH3.COONa3H2O 0.2268 0.1701 0.1134 

KH2PO4 0.0175 0.0175 0.0175 

 
การติดตั งระบบและขั นตอนด าเนินการ 

1. การติดตั งระบบ  
ถังปฏิกรณ์แบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี (Bio-electrochemical reactor) เตรียมได้จาก 

บีกเกอร์พลาสติกทนความร้อนขนาด 2 ลิตร ภายในบรรจุแผ่นแกรไฟต์ ขนาด 1 x 7.5 x 30 
เซนติเมตร (Submered area 1 x 7.5 x 8 เซนติเมตร) ท าหน้าที่เป็นขั้วแอโนด โดยต่อเข้ากับขั้วบวก
ของเครื่องก าเนิดไฟฟ้า และใช้ลวดทองแดงหรือลวดสแตนเลส ความยาว 25 0 เซนติ เมตร 

(Submered area 1 x 30 เซนติเมตร) ท าหน้าที่เป็นขั้วแคโทด โดยพันรอบแผ่นแกรไฟต์และต่อ
เข้ากับขั้วลบของเครื่องก าเนิดไฟฟ้า (ดังภาพ 17 ) ปริมาตรในการบ าบัดน้ าของถังปฏิกรณ์เป็น 1.4 
ลิตร ทั้ งนี้ด้านล่างของถังปฏิกรณ์ เป็นเครื่องกวนแบบแม่เหล็ก ความเร็ว 100 รอบต่อนาที               
น้ าปนเปื้อนไนเตรตเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ทางด้านล่าง และน้ าหลังบ าบัดไหลออกทางด้านบนของถัง
ปฏิกรณ์ รวมระยะเวลากักเก็บ 8 ชั่วโมง  
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2. การคัดแยกสลัดจ์  
1) เก็บสลัดจ์จากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่งของโรงพยาบาลวังทอง จังหวัด

พิษณุโลก 
  2) เตรียมน้ าปนเปื้อนไนเตรต 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และสัดส่วน C/N เป็น 2 จากนั้น
ใส่น้ าปนเปื้อนไนเตรตลงในถังปฏิกรณ์ท่ีมีสลัดจ์ 2 ลิตร จนได้ปริมาตรรวมเป็น 8 ลิตร  

3) เปลี่ยนน้ าปนเปื้อนไนเตรตใหม่ทุกวัน ประมาณ 6 ลิตร โดยทดแทนน้ าที่มีอยู่ใน
ถังปฏิกรณ์ (ระยะเวลากักเก็บ 24 ชั่วโมง) 

4) เพ่ิมความเข้มข้นของไนเตรตในน้ าสังเคราะห์เป็น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร  
5) วิเคราะห์ความเข้มข้นของ NO2-N และ NO3-N ในน้ าหลังบ าบัดอย่างสม่ าเสมอ  

 
 

 
 

ภาพ 17 การติดตั งถังปฏิกรณ์แบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ 
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ภาพ 18 ภาพถ่ายถังปฏิกรณ์แบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมีในห้องปฏิบัติการ 
 

 
 

ภาพ 19 การเก็บสลัดจ์จากระบบบ าบัดน  าเสียของโรงพยาบาลวังทอง 
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3. การด าเนินการทดลอง 
  1) น าสลัดจ์ที่ผ่านการคัดแยกแล้ว ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ใส่ลงในถังปฏิกรณ์แบบ
ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี  
  2) ปั๊มน้ าปนเปื้อนไนเตรตเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ ด้วยอัตราไหล 3  มิลลิลิตร/นาที 
(ระยะเวลาเก็บกัก 8 ชั่วโมง) และควบคุมให้ค่าออกซิเจนละลายน้ าน้อยว่า 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  

3) ปรับค่ากระแสไฟฟ้า และสัดส่วน C/N ในน้ าปนเปื้อนไนเตรต ดังตารางที่ 5  
4) วิเคราะห์ความเข้มข้นของ NO2-N และ NO3-N ในน้ าหลังบ าบัดอย่างสม่ าเสมอ 
 

การวิเคราะห์คุณภาพน  า 
 วัดคุณภาพน้ าของน้ าปนเปื้อนไนเตรตและน้ าหลังบ าบัดในพารามิเตอร์ต่าง ๆ ต่อไปนี้ ได้แก่ 
พีเอช ออกซิเจนละลายน้ า (DO), NH4-N, NO2-N และ NO3-N ตามมาตรฐานการวิเคราะห์คุณภาพ
น้ า (American Public Association, 2005) นอกจากนี้วิเคราะห์ปริมาณสารอินทรีย์คาร์บอน
ทั้งหมด (Total organic carbon; TOC) และอนินทรีย์คาร์บอน (Inorganic carbon; IC) ดังแสดงใน
ตารางที่ 6  
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ตาราง 6 พารามิเตอร์และวิธีวิเคราะห์คุณภาพน  า 
 

พารามิเตอร์ วิธีวิเคราะห์ 

ความเป็นกรด-ด่าง (pH) pH meter 

ออกซิเจนละลายน้ า (DO) DO meter 
แอมโมเนีย (NH4 - N) Phenate Method 

ไนไตรต ์(NO2 - N) Colorimetric Method 

ไนเตรต (NO3 - N) Ultraviolet Spectrophotometric- Screening Method 
อินทรีย์คาร์บอนรวม (TOC) TOC Analyser meter 

อนินทรีย์คาร์บอน (IC) TOC Analyser meter 

  
การวิเคราะห์พื นผิวและธาตุของขั วไฟฟ้า 
 น าขั้วแคโทดทั้ง 2 ชนิด ได้แก่ ลวดทองแดงและลวดสแตนเลส หลังสิ้นสุดการทดลองไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SEM-EDS 
 
การวิเคราะห์แบคทีเรีย  

1. ป ริ ม า ณ Autotrophic denitrification bacteria แ ล ะ  Heterotrophophic 
denitrification bacteria 

1) หลั งสิ้นสุดการทดลอง เก็บสลัดจ์จาก 2 ต าแหน่ งในถั งปฏิกรณ์  ได้แก่ 
ลวดทองแดงและลวดสแตนเลสของขั้วแคโทด และท่ีแขวนลอยภายในถังปฏิกรณ์ 

2) แยกชนิดของแบคทีเรียเฮเทอโรโทรฟิกกับออโทโทรฟิกดีไนตริฟิเคชั่นบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อโดยวิธี Spread plate  

2.1) ขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ ยงเชื้อส าหรับ Autotrophic และ 
Heterotrophic bacteria โดยเติม M9 (1x Stock) 20  มิลลิลิตร, NaHCO3 1 มิลลิลิตร (ส าหรับการ
แยกแบคที เรีย  Autotrophic) ห รือ  CH3COONa 1 มิ ลลิ ลิ ต ร  (ส าห รับ การแยกแบคที เรี ย 
Heterotrophic), NaNO3 0.1 กรัม และ Agar powder 1.5 กรัม ในขวดใส่สารเคมี  และน าไป
ละลายในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเข้าเครื่อง Autoclave และท าการเทลงบน plate 

2.2) ขั้นตอนการ Spread plate เริ่มจากการเจือจางน้ าตัวอย่างทีละ       
10 เท่า (serial dilution) โดยเติม phosphate buffer saline 900 ไมโครลิตร ลงใน Eppendorf 
ตามจ านวนที่ต้องการทดลอง แล้วใช้ micropipette ปิเปตตัวอย่างมา 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 



 40 

Eppendorf อันแรก และเขียนฉลากก ากับว่า  10-1 ท าให้ผสมกันด้วยเครื่อง vertex จากนั้นปิเปต
สารละลายจากหลอดแรก 100 ไมโครลิตร ไปใส่ในหลอดที่ 2 และเขียนฉลากก ากับว่า  10-2  ท าแบบ
นี้ซ้ าไปเรื่อยๆจนครบจ านวนที่ต้องการ จากนั้นปิเปตสารละลาย 100 ไมโครลิตร จากการเจือจางลง
บนกึ่งกลางของ plate และท าการ Spread plate รอประมาณ 4 วัน จากนั้นท าการ count 
colonies 

 
2. ชนิดของแบคทีเรีย Denitrification bacteria ในระดับ Phylum และ Genus  

1) สกัด DNA ของสลัดจ์ที่ขั้วแคโทด และที่แขวนลอยภายในถังปฏิกรณ์ด้วยชุด
เครื่องมือ Nucleospin® DNA stool (Macherey-nagel, Germany) 
  2) ส่งแบคทีเรียทีส่กัดเสร็จแล้วให้บริษัท Gibthai เพ่ือวิเคราะห์ของชนิดแบคทีเรียในระดับ
จีนัส (Genus) ด้วยระบบ Illumina MiSeq system (การท า PCR) และ QIIME program (ข้อมูลเชิง
ลึกในเชิงปริมาณเก่ียวกับนิเวศวิทยาของจุลินทรีย์)   
 
การค านวณประสิทธิภาพ 
 ประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจนและไนเตรตของถังปฏิกรณ์แบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี 
สามารถค านวณได้จากเปอร์เซ็นต์การลดลงของไนโตรเจนในรูปต่าง ๆ ดังแสดงในสมการที่ 10 และ 
11 

ประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจน (%)  =  
A−(B+C)

A
  100   (10) 

ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรต (%)  =  
A−C

A
   100   (11) 

 
โดยก าหนดให้ A = ความเข้มข้นของ NO3-N ในน้ าก่อนบ าบัด (มิลลิกรัมต่อลิตร)   
 โดยก าหB = ความเข้มข้นของ NO2-N ในน้ าออก (มิลลิกรัมต่อลิตร)   
 โดยก าหC = ความเข้มข้นของ NO3-N ในน้ าออก (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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บทที่ 4  
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
การคัดแยกสลัดจ์ (Acclimatization) 

ในส่วนเริ่มแรกของการทดลอง ด าเนินการเก็บสลัดจ์ตั้งต้นจากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบ
ตะกอนเร่ง (Activated sludge) ของโรงพยาบาลวังทอง จังหวัดพิษณุโลก ซึ่งในการทดลองนี้ต้องการ
ใช้จุลินทรีย์ที่สามารถเจริญได้ในสภาวะไร้อากาศ จึงน าสลัดจ์ตั้งต้นมาเลี้ยงในถังปฏิกรณ์แบบไร้
อากาศ เพ่ือคัดแยกและเพ่ิมจ านวนจุลินทรีย์กลุ่มดีไนตริไฟอิงที่สามารถสลายไนเตรตได้ โดยควบคุม
ค่าออกซิเจนละลายน้ าให้ < 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และใช้น้ าสังเคราะห์ที่มีความเข้มข้นของไนเตรต  
10 มิลลิกรัมต่อลิตร (C/N เท่ากับ 2) เพ่ือให้จุลินทรีย์ปรับตัวในเริ่มแรกจากความเข้มข้นที่ต่ าก่อน 
จากนั้นเพ่ิมความเข้มข้นของไนเตรตเป็น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร (C/N เท่ากับ 2) โดยตลอดระยะเวลา
การคัดแยก พบว่าประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมดอยู่ที่ประมาณ 99% ดังภาพ 
20 และ 21 แสดงให้เห็นว่าสลัดจ์ตั้งต้นจากโรงพยาบาลวังทองมีจุลินทรีย์ที่สามารถก าจัดไนเตรตได้ 
และสามารถคัดแยกให้มีปริมาณมากพอที่สามารถก าจัดไนเตรตได้เป็นอย่างมีประสิทธิภาพ โดยการ
ก าจัดไนเตรตที่เกิดข้ึนจะผ่านกระบวนการดีไนตริฟิเคชั่น ดังสมการ 12 

 
Heterotrophic denitrification 

NO3
- + 1.08CH3OH + H+ → 0.46N2 + 0.76CO2 + 2.44H2O + 0.065C5H7O2N  (12)   

  

 
 

ภาพ 20 ความเข้มข้นของไนโตรเจนตา่ง ๆ ในน  าหลังบ าบัดระหว่างการคัดแยก 
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ภาพ 21 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั งหมดระหว่างการคัดแยก 
 

การเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชในน้ าก่อนและน้ าหลังบ าบัดสามารถยืนยันการเกิดกระบวนการ
ดีไนตริฟิเคชั่นได้เช่นเดียวกัน จากสมการ 12 เกิดการใช้ H+ ในกระบวนการดีไนตริฟิเคชั่นส่งผลให้ค่า
พีเอชของน้ าหลังบ าบัดสูงขึ้น จากภาพ 22 หลังวันที่ 8 พบว่า ค่าพีเอชของน้ าหลังบ าบัดประมาณ 8.7 
ซ่ึงสูงกว่าค่าพีเอชของน้ าก่อนบ าบัดที่มีค่าประมาณ 7.8 อย่างเห็นได้ชัด นอกจากนี้ภาพ 23 แสดงค่า
ออกซิเจนละลายน้ าในถังปฏิกรณ์ โดยมีค่าออกซิเจนละลาย < 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งมีค่าต่ าเพียง
พอที่จะเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชั่นที่ไม่ต้องการออกซิเจนได้   

 

 
 

ภาพ 22 ค่าพีเอชของน  าก่อนและหลังบ าบัดระหว่างการคัดแยก 
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ภาพ 23 ค่าออกซิเจนละลายน  าในถังปฏิกรณ์ระหว่างการคัดแยก 
 

กระบวนการเฮเทอโรโทรฟิกดีไนตริฟิเคชั่นของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor) 
 เนื่องจาก Bioreactor จะไม่มีการให้กระแสไฟฟ้า ดังนั้นกระบวนการก าจัดไนเตรตที่เกิดขึ้น
ในถังปฏิกรณ์นี้จะเป็นเฮเทอโรโทรฟิกดีไนตริฟิเคชั่น (Heterotrophic denitrification) โดยจุลินทรีย์
กลุ่มเฮเทอโรโทรป (Heterotroph) ที่อาศัยสารอินทรีย์คาร์บอนในสภาวะไร้อากาศ ดังแสดงใน
สมการที่ 12  

จากภาพ 25 เมื่อ C/N เท่ากับ 2 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมดเป็น 
99.9% และ 99.8% ตามล าดับ แสดงให้เห็นถึงการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชันอย่างสมบูรณ์ โดย
ไนเตรตจะถูกรีดิวซ์เป็นไนไตรต์และกลายเป็นก๊าซไนโตรเจน ตามล าดับ  

เมื่อ C/N เท่ากับ 1.5 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตลดลงเหลือ 93.1% และประสิทธิภาพ
การก าจัดไนโตรเจนทั้งหมดลดลงเหลือ 80.7% เนื่องจากคาร์บอนที่มีอยู่ไม่เพียงพอต่อการเกิด
กระบวนการดีไนตริฟิเคชันอย่างสมบูรณ์ โดยจุลินทรีย์จะเลือกใช้คาร์บอนที่มีอยู่จ ากัดในการเปลี่ยน
รูปไนเตรตเป็นไนไตรต์อันดับแรก ส่งผลให้เกิดไนไตรต์สะสมในน้ าหลังการบ าบัด หรือที่เรียกว่า 
Partial denitrification ซึ่งสังเกตได้จากความเข้มข้นของไนไตรต์สูงกว่าไนเตรตในน้ าหลังบ าบัดเป็น 
2.3 และ 1.7 มิลลิกรัมต่อลิตร  

เมื่อ C/N เท่ากับ 1 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมดลดลงเหลือ 67.4% 
และ 47.5% ตามล าดับ โดยความเข้มข้นของไนไตรต์และไนเตรตในน้ าหลังบ าบัดเป็น 3.8 และ 6.3 
มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ดังภาพ 24  
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ภาพ 24 ความเข้มข้นของไนโตรเจนตา่ง ๆ ในน  าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ในการทดลองท่ี 1 

 

 
 

ภาพ 25 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั งหมดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ในการทดลองท่ี 1 
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กลไกที่เกิดขึ นในถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี (Bio-electrochemical reactor)  
การทดลองที่ 1 ได้ด าเนินการปรับลด C/N ในน้ าสังเคราะห์จาก 2 ในวันที่ 1-14 เป็น 1.5 ใน

วันที่ 15-24 และ 1 ในวันที่ 25-39 โดยควบคุมกระแสไฟฟ้าที่ 10 มิลลิแอมแปร์ ตลอดการทดลอง    
ถังปฏิกรณ์ Cu เป็นหนึ่งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี โดยใช้ลวดทองแดงเป็น      

ขั้วแคโทด และแผ่นแกรไฟต์เป็นขั้วแอโนด จะเห็นได้ว่า เมื่อ C/N เท่ากับ 2 และ 1.5 ประสิทธิภาพ
การก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมด ประมาณ 97.4-94.5% และ 96.6-97.1% และเมื่อ C/N 
เท่ากับ 1 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมดลดลงเหลือ 73.6% และ 53.8%     
ดังภาพ 26-27 จะเห็นได้ว่า ประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจนของถังปฏิกรณ์ Cu สูงกว่าถังปฏิกรณ์
ชีวภาพ โดยเฉพาะที่ C/N ต่ า ทั้งนี้เนื่องจากปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมีที่เกิดขึ้นที่ขั้วไฟฟ้า ท าให้เกิดก๊าซ
ไฮโดรเจน (H2) จากปฏิกิริยาไฮโดรไลสิสที่ขั้วแคโทด (สมการ 13) และเกิดคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 
จากแกรไฟต์ออกซิเดชันที่ขั้วแอโนด (สมการ 17) ซึ่งก่อให้เกิดกระบวนการไฮโดรจีโนโทรฟิกดีไนตริ
ฟิเคชั่น (Hydrogenotrophic denitrification) ในการสลายไนเตรตของจุลินทรีย์กลุ่มออโทโทรป 
(Autotroph) โดยใช้ H2 และสารอนินทรีย์คาร์บอน เช่น CO2 และ HCO3

- ในสภาวะไร้อากาศ        
ดังสมการ 20  

ดังนั้น การใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี เช่น ถังปฏิกรณ์ Cu ในการบ าบัดน้ า
ปน เปื้ อน ไน เตรตที่ มี ค าร์บอนต่ า  กลไกการก าจัด ไน เตรตที่ เกิ ดขึ้ น  ก็คื อ  Heterotrophic 
denitrification ร่วมกับ Hydrogenotrophic denitrification ซึ่งส่งผลให้ประสิทธิภาพการก าจัด
ไนโตรเจนสูงขึ้น 
 
การเกิดปฏิกิริยาที่ข้ัวลบ (Cathode)  

2H2O + 2e- → H2 + 2OH-      (13) 
1

2
O2 + H2O + 2e- → 2OH-      (14) 

NO3
- + H2O + 2e- → NO2

- + OH-     (15) 

NO2
- + 6H2O + 6e- → NH4

+ + 8OH-     (16) 
 

การปฏิกิริยาที่ข้ัวบวก (Anode)  

C + 2H2O → CO2 + 4H+ + e-      (17) 

2Cl- → Cl2 + 2e-       (18) 

H2O → 
1

2
O2 + 2e-       (19) 
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Hydrogenotrophic denitrification 

H2 + 0.35NO3
−+ 0.35H+ + 0.05CO2 → 0.17N2+1.10H2O + 0.01C5H7O2N (20) 

 
ส าหรับถังปฏิกรณ์ SS พบว่าประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมดเป็น  

96.8-97.9% ที่ C/N เท่ากับ 2 และ 1.5 เช่นเดียวกับถังปฏิกรณ์ Cu และลดลงเหลือ 72.6% และ 
52.6% ที่ C/N เท่ากับ 1 ดังภาพ 28-29 จะเห็นได้ว่า ประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจนของถัง
ปฏิ กรณ์  SS สู งกว่ าถั งปฏิ กรณ์ ชี วภ าพ  เนื่ อ งจากกระบวนการร่ วมของ Heterotrophic 
denitrification และ Hydrogenotrophic denitrification อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพการก าจัด
ไนโตรเจนของถังปฏิกรณ์ SS จะต่ ากว่าถังปฏิกรณ์ Cu เล็กน้อย ทั้งนี้เนื่องจากความสามารถในการรับ
อิเล็กตรอนของลวดทองแดงและลวดสแตนเลส (Reduction potential; E0) โดยลวดทองแดง
สามารถรับอิเล็กตรอนได้ดีกว่า จึงท าให้สามารถผลิต H2 และ CO2 ได้มากกว่า ส่งผลให้เกิด 
Hydrogenotrophic denitrification ได้มากกว่า 

 นอกจากนี้ เมื่อ C/N เท่ากับ 1 ความเข้มข้นของไนไตรต์และไนเตรตในน้ าหลังบ าบัดของถัง
ปฏิกรณ์ Cu ประมาณ 3.8 และ 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ขณะที่ในน้ าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ SS จะมี
ปริมาณไนไตรต์และไนเตรตเท่ากับ 2.8 และ 6.3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบไนเตรตคงเหลือเป็นส่วนมาก 
ดังภาพ 26 และ 28 ตามล าดับ 

ประสิทธิภาพการดีไนตริฟิเคชันของถังปฏิกรณ์ Cu และ SS ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงวันที่   
25-30 โดยเฉพาะถังปฏิกรณ์ SS ที่มีประสิทธิภาพการก าจัดใกล้เคียงกับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ สมมติฐาน
ที่ ส าคั ญ คื อ  H2 ที่ ล ะล ายน้ า  ไม่ เพี ย งพ อที่ จ ะส่ ง เส ริมป ระสิ ท ธิ ภ า พ ของกระบ วน การ 
Hydrogenotrophic denitrification ดังนั้นกระแสที่เพ่ิมข้ึนจึงถูกน าไปใช้กับถังปฏิกรณ์ Cu และ SS 
ในขั้นตอนการทดลองถัดไป 
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ภาพ 26 ความเข้มข้นของไนโตรเจนตา่ง ๆ ในน  าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ Cu 

ในการทดลองท่ี 1 
 

 
 
ภาพ 27 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั งหมดของถังปฏิกรณ์ Cu 

ในการทดลองท่ี 1 
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ภาพ 28 ความเข้มข้นของไนโตรเจนตา่ง ๆ ในน  าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ SS 

ในการทดลองท่ี 1 
 
 

 
 
ภาพ 29 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั งหมดของถังปฏิกรณ์ SS 

ในการทดลองท่ี 1 
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ผลของกระแสไฟฟ้าและการเกิดตะกรันต่อถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี  
การทดลองที่ 2 ได้ด าเนินการ โดยปรับกระแสไฟฟ้าจาก 10 มิลลิแอมแปร์ ในวันที่ 25-39 

เป็น 20 มิลลิแอมแปร์ ในวันที่ 40-59 และ 30 มิลลิแอมแปร์ ในวันที่ 60-73 โดยควบคุม C/N 
เท่ากับ 1 ตลอดการทดลอง    

ส าหรับถังปฏิกรณ์ Cu ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมดเพ่ิมจาก 73.7% 
และ 53.8% ที่กระแสไฟฟ้า 10 มิลลิแอมแปร์ เป็น 80.5-80.9% และ 59.7-60.1% ที่กระแสไฟฟ้า 
20 และ 30 มิลลิแอมแปร์ ดังภาพ 30-31 ทั้งนี้ที่กระแสไฟฟ้าสูงสุด พบไนไตรต์ในน้ าหลังบ าบัด      
4.2 มิลลิกรัมต่อลิตร มากกว่าไนเตรตในน้ าหลังบ าบัด 3.8 มิลลิกรัมต่อลิตร ส ำหรับถังปฏิกรณ์ SS 
ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั้งหมดเพ่ิมจาก 67.2% และ 52.6% ที่กระแสไฟฟ้า  
10 มิลลิแอมแปร์ เป็น 76.4-76.7% และ 57.4-59.9% ที่กระแสไฟฟ้า 20 และ 30 มิลลิแอมแปร์ 
และพบการสะสมของไนไตรต์มากขึ้นกว่าการทดลองที่ 1 (ไนไตรต์ 3.8 มิลลิกรัมต่อลิตร และไนเตรต 
5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร) ดังภาพ 32-33 อย่างไรก็ตาม การเพ่ิมข้ึนของประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจน
ไม่สอดคล้องตามการเพ่ิมขึ้นของปริมาณกระแสไฟฟ้า ดังนั้น จึงน าขั้วแคโทดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ร่วมไฟฟ้าเคมีไปวิเคราะห์เพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพของระบบต่อไป 

 

 
 

ภาพ 30 ความเข้มข้นของไนโตรเจนตา่ง ๆ ในน  าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ Cu 
ในการทดลองท่ี 2 
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ภาพ 31 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั งหมดของถังปฏิกรณ์ Cu 
ในการทดลองท่ี 2 

 

 
 

ภาพ 32 ความเข้มข้นของไนโตรเจนตา่ง ๆ ในน  าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ SS 
ในการทดลองท่ี 2 
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ภาพ 33 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั งหมดของถังปฏิกรณ์ SS 
ในการทดลองท่ี 2 

 
เนื่องจากถังปฏิกรณ์ Cu ให้ประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจนดีกว่าถังปฏิกรณ์ SS จึงน า      

ขั้วแคโทดที่มีจุลินทรีย์ปกคลุมอยู่ในลักษณะของฟิล์มชีวภาพ (Biofilm) ของถังปฏิกรณ์  Cu ไป
วิเคราะห์พ้ืนผิวและธาตุที่แป็นองค์ประกอบด้วยเทคนิค SEM-EDS แสดงดังภาพ 34-35 จากค่าเฉลี่ย 
3 จุด พบปริมาณธาตุเป็นองค์ประกอบ (% โดยน้ าหนัก) ดังนี้ C 28 wt.%, Mg 27 wt.%, P 9 wt.%, 
K 0.5 wt.%, Ca 28 wt.% และ Cu 7.5 wt.% โดยธาตุ C แสดงถึงจุลินทรีย์ที่ปกคลุมอยู่ ธาตุ Cu 
แสดงถงึลวดทองแดงที่ใช้เป็นขั้วไฟฟ้า นอกจากนี้ธาตุ P และ K ที่พบมาจากสารเคมี KH2PO4 ที่ใช้ใน
การเตรียมน้ าสังเคราะห์ไนเตรต ส่วนธาตุ Mg และ Ca น่าจะเป็นตะกรันที่เกาะบนผิวขั้วแคโทด     
อันเกิดจากปฏิกิริยารีดักชันของความกระด้างของน้ า เนื่องจากน้ าประปาที่ใช้ในการเตรียมน้ า
สังเคราะห์ปนเปื้อนไนเตรตมีค่าความกระด้าง ประมาณ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งนี้ CO2 ที่เกิดจาก
การออกซิเดชันของแกรไฟต์สามารถเปลี่ยนอยู่ในรูปของ HCO3

- และ CO3
2- ดังสมการที่ 21-22 ส่วน

ตะกรันที่เกิดขึ้นจะอยู่ในรูปของ CaCO3, MgCO3 และ Ca(Mg)CO3 ดังสมกำร 23-25 ทั้งนี้ตะกรันที่
เกิดขึ้นบนขั้วแคโทดส่งผลต่อการแพร่กระจายที่ลดลงของ H2 จากขั้วแคโทดผ่านชั้นไบโอฟิล์ม และ
ออกสู่สารละลายในถังปฏิกรณ์ที่มีจุลินทรีย์แขวนลอยอยู่  โดยเฉพาะอย่างยิ่ งกระบวนการ 
Hydrogenotrophic denitrification ดังนั้น  อาจกล่าวได้ว่า สาเหตุหลักของการเพ่ิมขึ้นของ
ประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจนเพียงเล็กน้อยที่กระแสไฟฟ้า 20 และ 30 มิลลิแอมแปร์ มาจาก
ตะกรันบนลวดทองแดงและลวดสแตนเลส ในทางปฏิบัติ จึงควรพิจารณาค่าความกระด้างและไอออน
ต่าง ๆ ในน้ าที่ต้องการบ าบัดด้วย ซึ่งจะส่งผลโดยตรงต่อประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจนโดยรวม 
รวมถึงการซ่อมบ ารุงระบบด้วย เช่น การเปลี่ยนขั้วไฟฟ้า เป็นต้น  
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CO2 + H2O → HCO3
- + H+      (21) 

HCO3
- + OH- → CO3

2 + H2O      (22) 

Ca2+ + CO3
2- → CaCO3 (s)      (23) 

Mg2+ + CO3
2- → MgCO3 (s)      (24) 

Ca2+(Mg2+) + CO3
2- → Ca(Mg)CO3 (s)     (25) 

 
 

 

 
 

ภาพ 34 การวิเคราะห์ธาตุที่เป็นองค์ประกอบด้วยเทคนิค EDS ที่ขั วแคโทด (ลวดทองแดง) 
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ภาพ 35 การวิเคราะห์พื นผิวด้วยเทคนิค SEM ที่ขั วแคโทด (ลวดทองแดง) 
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การใช้สารอินทรีย์คาร์บอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี  
น าน้ าหลังบ าบัดด้วยถังปฏิกรณ์ Cu, SS และถังปฏิกรณ์ชีวภาพไปวิเคราะห์ปริมาณสาร     

อินทีย์คาร์บอนทั้งหมด (TOC) และสารอนินทรีย์คาร์บอนทั้งหมด (TIC)  
จากภาพ 36 พบว่า ในการทดลองที่ 1 น้ าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ Cu ในทุก ๆ สัดส่วน 

C/N มีค่า TOC สูงสุด รองลงมาเป็นถังปฏิกรณ์  SS และถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ตามล าดับ ทั้ งนี้
สารอินทรีย์คาร์บอนจะถูกใช้ผ่านกระบวนการ Heterotrophic denitrification เป็นส าคัญ และเมื่อ
ค านวณค่าการใช้ TOC ในรูปของมิลลิกรัม-C ที่ใช้ต่อมิลลิกรัม-N ที่ถูกก าจัด (ดังตาราง 7) พบว่าค่า
การใช้ TOC ประมาณ 1.7-1.9 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ อย่างไรก็ตาม ค่าการใช้ TOC ลดลงในถัง
ปฏิกรณ์  Cu และ SS ที่มีการให้กระแสไฟฟ้า เพราะเกิดกระบวนการ Hydrogenotrophic 
denitrification ร่วมกับ Heterotrophic denitrification ท าให้ความต้องการใช้สารอินทรีย์คาร์บอน
ลดลง อย่างไรก็ตาม สาเหตุส าคัญที่ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตลงลงในช่วงท้ายของการทดลองที่ 
1 (C/N เท่ากับ 1) คือ การเกิดตะกรันทางเคมี เช่น CaCO3, MgCO3 และ Ca(Mg)CO3 และสะสมบน
ผิวของขั้วแคโทด ท าให้การซึมผ่านของ H2 จากข้ัวไฟฟ้าสู่สารละลายลดลง  

ในการทดลองที่ 2 เมื่อปรับกระแสไฟฟ้าเพ่ิมข้ึนในถังปฏิกรณ์ Cu และ SS พบว่า TOC ในน้ า
หลังบ าบัดเพ่ิมสูงขึ้นตามการเพ่ิมของกระแสไฟฟ้า ทั้งนี้ ค่าการใช้ TOC จะลดลงเป็น 0.7-0.9 
เนื่องจากการเพ่ิมประสิทธิภาพของกระบวนการ Hydrogenotrophic denitrification ขณะเดียวกัน 
CO2 ที่เกิดมากขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของแกรไฟต์ที่ขั้วแอโนด ส่งผลให้ค่าการเกิด TIC สูงขึ้น
ตามการเพิ่มของกระแสไฟฟ้า  

 

 
 

ภาพ 36 ค่าต่ าสุด สูงสุด และค่าเฉลี่ยของปริมาณ TOC ในน  าหลังบ าบัด 
(TOC ในน  าเสียสังเคราะห์; C/N 2.0 = 40 มิลลิกรัมต่อลิตร, C/N 1.5 = 30 มิลลิกรัมต่อลิตร 

และ C/N 1.0 = 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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การวิเคราะห์จุลินทรีย ์ 
ระหว่างท าการทดลองในถังปฏิกรณ์ Cu และ SS จุลินทรีย์ตั้งต้นได้พัฒนาเป็นไบโอฟิล์ม 

(Biofilm) เกาะบนขั้วแคโทด และจุลินทรีย์บางส่วนแขวนลอยอยู่ในถังปฏิกรณ์ ในขั้นตอนนี้จึงเป็น
การวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียกลุ่ม Autotroph และ Hetertroph ของทั้ง 2 ถังปฏิกรณ์ โดย 
Hydrogenotrophic denitrification จัดอยู่ในแบคทีเรียกลุ่ม Autotroph ด้วย 

จากตาราง 8 พบว่า จ านวนโคโลนีของ Autotrophic denitrifying bacteria ในไบโอฟิล์ม  

มีค่าเท่ากับ 6.7106 CFU/มิลลิลิตร ในถังปฏิกรณ์ Cu และ 7.7105 CFU/มิลลิลิตร ในถังปฏิกรณ์ 
SS ซึ่งสูงกว่าจ านวนโคโลนีของ Heterotrophic denitrifying bacteria ขณะเดียวกัน จ านวนโคโลนี
ของ Autotrophic denitrifying bacteria ในไบโอฟิล์มก็มีค่าสูงกว่าในจุลินทรีย์แขวนลอยของทั้ง    
2 ถังปฏิกรณ์เช่นเดียวกัน แสดงให้เห็นว่า การก าจัดไนเตรตด้วยกระบวนการ Hydrogenotrophic 
denitrification จะเกิดขึ้นที่ชั้นไบโอฟิล์มเป็นส าคัญ ขณะที่การก าจัดไนเตรตด้วยกระบวนการ 
Heterotrophic denitrification จะเกิดขึ้นโดยจุลินทรีย์ที่แขวนลอยในถังปฏิกรณ์ ทั้งนี้สามารถ
อธิบายเพ่ิมเติมได้ว่า H2 ที่สร้างขึ้นที่ขั้วแคโทดจะถูกใช้โดย Hydrogenotrophic denitrifying 
bacteria ในไบโอฟิล์ม ส่วนที่เหลือของ H2 จะแพร่กระจายสู่สารละลาย ร่วมกับตะกรันที่เกิดขึ้นที่ขั้ว
แคโทดส่งผลให้การแพร่กระจายของ H2 สู่สารละลายลดลงด้วย 

หากเปรียบเทียบระหว่าง 2 ถังปฏิกรณ์  พบว่า จ านวนโคโลนีของทั้ ง Autotrophic 
denitrifying bacteria และ Heterotrophic denitrifying bacteria ของถังปฏิกรณ์ Cu สูงกว่าถัง
ปฏิกรณ์ SS ส่งผลให้ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตโดยรวมของถังปฏิกรณ์ Cu ดีกว่าถังปฏิกรณ์ SS 
จากการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในการทดลองนี้ แสดงให้เห็นถึงการท างานรวมกันของ Hydrogenotroph 
และ Heterotroph ในถังปฏิกรณ์ Cu และ SS เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตในสภาวะที่มี
สารอินทรีย์คาร์บอนจ ากัด          
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เมื่อน าตัวอย่างจุลินทรีย์ของถังปฏิกรณ์ Cu ทั้งไบโอฟิล์มและที่แขวนลอยไปวิเคราะห์ใน
ระดับไฟลัม (Phylum) และจีนัส (Genus) ด้วยเทคนิค 16S rDNA gene amplicon sequencing 
และเปรียบเทียบกับความหลากหลายของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Acitve sludge) ผลการ
วิเคราะห์แสดงดังภาพ 37-38     

ในระดับไฟลัม แบคทีเรียในไบโอฟิล์มประกอบด้วย 2 ไฟลัมหลัก คือ Poteobacteria และ 
Actinobacteria ขณะที่แบคทีเรียที่แขวนลอยจะมีความหลากหลายมากกว่า ได้แก่ Bacteroidetes, 
Proteobacteria, Actinobacteria และ Verrucomicrobia และความหลากหลายสูงสุด พบใน
แบคทีเรียของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ทั้งนี้หลายแบคทีเรียไฟลัมที่ได้รับการยืนยันว่าเป็น Heterotroph 
และมีบทบาทส าคัญ ในการก าจัดไนโตรเจน  ภายใต้สภาวะที่ ใช้อากาศและไม่ ใช้ อากาศ                  
เ ช่ น  Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Chloroflexi Acidobacteria, 
Actinobacteria และ Gemmatimonadetes (Gao et al., 2020) ที่ส าคัญอย่างยิ่ง แบคทีเรียกลุ่มนี้
สามารถพบได้ทั่วไปในสภาพแวดล้อมต่าง ๆ เช่น ดิน แม่น้ า ตะกอน และสลัดจ์ในระบบบ าบัดน้ าเสีย 
(Rajta, Bhatia, Setia, & Pathania, 2019) ซึ่งเป็นแหล่งที่มาของสลัดจ์ตั้งต้นในการวิจัยครั้งนี้ 

ในระดับจีนัส พบแบคทีเรีย Hydrogenophaga, Thermomonas, Gemmobacter และ 
Nocardia ทั้งในไบโอฟิล์มและที่แขวนลอยของถังปฏิกรณ์ Cu โดยมี Hydrogenophaga 6.7% ใน 
ไบ โอ ฟิ ล์ ม  และ  3.5% ใน จุ ลิ นท รี ย์ แ ขวน ลอย   จากการศึ กษ าของงาน วิ จั ย อ่ื น  ๆ  พ บ 
Hydrogenophaga ใน ร ะ บ บ  Hydrogen-driven denitrification (Eamrat et al., 2020; Liu, 
Huang, Bao, Tang, & Fang, 2020; Xing et al., 2018) ส าหรับ Thermomonas 1.9% ในไบโอ
ฟิล์ม  และ 11.9% ในจุลินทรีย์แขวนลอย  พบว่าแบคที เรียนี้ เกี่ยวข้องกับ  Heterotrophic 
denitrification จากการพบจ านวนแบคทีเรียที่เพ่ิมขึ้นตามการเพ่ิมของสารอินทรีย์คาร์บอนในน้ า
(Xing et al., 2018) ส่วน Nocadia เป็นแบคทีเรียที่ออกซิไดซ์ไฮโดรเจน สามารถในการใช้ H2 ใน
ฐานะผู้ให้อิเล็กตรอน โดยมี O2 เป็นตัวรับอิเล็กตรอน และเพ่ือตรึง CO2 (Aragno & Schlegel, 
1981)  

ส าหรับแบคทีเรียในระดับจีนัสที่พบปริมาณมากที่สุด คือ Archromobacter 44.7% ในไบโอ
ฟิล์ม และไม่พบในตัวอย่างจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ทั้งนี้พบการท างานของ denitrifying เช่น ไนเตรตรีดักเทส 
(nirS), ไนตริกออกไซด์รีดักเทส (qnorB) และไนตัสออกไซด์รีดักเทส (nosZ) ในแบคทีเรียกลุ่มนี้ ซึ่งมี
ความสามารถในกระบวนการดีไนตริฟิเคชั่น และทนต่อออกซิเจน (Velusamy & Krishnani, 2013) 
ส่วน Flavobacterium 33.0% พบมากสุดในจุลินทรีย์แขวนลอย และ 17.4% ในจุลินทรีย์ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ แบคทีเรียกลุ่มนี้มีส่วนช่วยในการสร้างตะกอนให้จับเป็นก้อน และผลิตไนไตรต์       
ในกระบวนการ Partial denitrification (Cao, Du, Zhang, & Peng, 2019)  
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จากผลการวิเคราะห์นี้ยืนยัน ปฏิสัมพันธ์ร่วมกันระหว่างแบคทีเรีย Hydrogenotroph และ 

Heterotroph ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของการก าจัดไนเตรต  
 

 

ภาพ 37 กลุ่มจุลินทรีย์ในระดับไฟลัม (Phylum) ของตัวอย่างต่าง ๆ; ไบโอฟิล์มบนลวดทองแดง,
จุลินทรีย์แขวนลอยในถังปฏิกรณ์ Cu และจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ภาพ 38 กลุ่มจุลินทรีย์ในระดับจีนัส (Genus) ของตัวอย่างต่าง ๆ; ไบโอฟิล์มบนลวดทองแดง, 
จุลินทรีย์แขวนลอยในถังปฏิกรณ์ Cu และจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของถังปฏิกรณ์ชีวภาพและถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี 
ภาพ 39-40 แสดงการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในน้ าก่อนและหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

ถังปฏิกรณ์  Cu และ SS จะเห็นได้ว่า ถังปฏิกรณ์ ชีวภาพที่ก าจัดไนเตรตผ่านกระบวนการ 
Heterotrophic denitrification เพียงอย่างเดียว ค่าพีเอชในน้ าหลังบ าบัดจะสูงกว่าในน้ าก่อนบ าบัด 
สอดคล้องตามสมการ 12  

ส าหรับถังปฏิกรณ์ Cu และ SS ที่ก าจัดไนเตรตผ่านกระบวนกการ Hydrogenotrophic 
denitrification และ Heterotrophic denitrification พบว่า ค่าพีเอชมีการเปลี่ยนแปลงที่แตกต่าง
ไป โดยในวันที่ 1-14 ค่าพีเอชในน้ าหลังบ าบัดจะมีค่าสูงกว่าน้ าก่อนบ าบัดเล็กน้อย และในวันที่ 15-39 
ค่าพีเอชในน้ าหลังบ าบัดลดลงอย่างต่อเนื่อง และต่ ากว่าน้ าก่อนบ าบัด ทั้งนี้เนื่องจากสัดส่วน C/N ที่
ลดลงเหลือ 1.0 และ 0.5 ส่งผลให้กระบวนการ Heterotrophic denitrification ถูกยับยั้ง และ
กระบวนการ  Hydrogenotrophic denitrification มี บทบาท ในการก าจั ด ไน เตรตมากขึ้ น 
ขณะเดียวกัน เมื่อกระแสไฟฟ้าเพ่ิมขึ้นเป็น 20 และ 30 มิลลิแอมแปร์ ส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาแกรไฟต์
ออกซิเดชั้นสูงขึ้น ดังสมการที่ 20 และจากปฏิกิริยานี้จะเห็นได้ว่า เกิด CO2 และ H+ เพ่ิมข้ึน ซึ่งส่งผล
โดยตรงต่อการลดลงของค่าพีเอชของน้ าหลังบ าบัด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในวันที่ 40-72   

 

 
 

ภาพ 39 ค่าพีเอชในน  าก่อนและหลังบ าบัดระหว่างการทดลองที่ 1 ของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ภาพ 40 ค่าพีเอชในน  าก่อนและหลังบ าบัดระหว่างการทดลองที่ 1 และ 2 ของถังปฏิกรณ์ Cu 
 

 
 

ภาพ 41 ค่าพีเอชในน  าก่อนและหลังบ าบัดระหว่างการทดลองที่ 1 และ 2 ของถังปฏิกรณ์ SS 
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ผลของความกระด้างของน  าต่อการท างานของถังปฏิกรณ์ชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี 
การทดลองนี้ต้องการศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรต โดยใช้น้ าปราศจากไอออนในการ

เตรียมน้ าสังเคราะห์ เพ่ือลดการเกิดตะกรันบนขั้วแคโทดในระหว่างด าเนินปฏิกิริยา ทั้งนี้น้ าสังเคราะห์
เตรียมได้จากน้ าปราศจากไอออน ที่มีความเข้มข้นไนเตรต 20 มิลลิกรัมต่อลิตร สัดส่วน C/N เท่ากับ 
2 และใช้กระแสไฟฟ้า 10 มิลลิแอมแปร์ โดยในวันที่ 1-14 ไม่มีการเติม NaCl และวันที่ 15-20 มีการ
เติม NaCl 1 กรัมต่อลิตร 

จากรูปที่ 42-43 พบว่า ในวันที่ 1-14 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตลดลงอย่างต่อเนื่อง 

เนื่องจากไอออนที่มีอยู่ในน้ าสังเคราะห์ ได้แก่ NaNO3, CH3.COONa3H2O และ KH2PO4 มีปริมาณ

ไม่เพียงพอที่จะท าหน้าที่เป็นอิเล็กโทรไลต์ให้ปฏิกิริยาเคมีที่ขั้วแคโทดและแอโนดเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ 
จากนั้นเมื่อให้น้ ามีสภาพเป็นอิเล็กโทรไลด์ด้วยการเติม NaCl พบว่า ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรต
และไนโตรเจนทั้งหมดคงที่ ประมาณ 52.1% และ 34.2% ตามล าดับ ดังนั้น ไอออนที่มีอยู่ในน้ า
ปนเปื้อนไนเตรตในรูปของความกระด้างหรือไอออนอื่น ๆ มีผลต่อประสิทธิภาพของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ร่วมกับไฟฟ้าเคมี  
 

 
 

ภาพ 42 ความเข้มข้นของไนโตรเจนตา่ง ๆ ในน  าหลังบ าบัดของถังปฏิกรณ์ SS 
(ใช้ในน  าปราศจากไอออนในการเตรียมน  าสังเคราะห์ไนเตรต) 
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ภาพ 43 ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตและไนโตรเจนทั งหมดของถังปฏิกรณ์ SS 
(ใช้ในน  าปราศจากไอออนในการเตรียมน  าสังเคราะห์ไนเตรต) 
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บทที่ 5  
บทสรุป 

 
5.1 สรุปผลการวิเคราะห์ 

งานวิจัยนี้ได้พัฒนาถังปฏิกรณ์แบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมี โดยใช้วัสดุราคาถูกเป็นขั้วไฟฟ้า 
ได้แก่ แผ่นแกรไฟต์ ลวดทองแดง และลวดสแตนเลส เพ่ือใช้ประโยชน์ในการก าจัดไนเตรตออกจากน้ า
ใต้ดิน จากผลการทดลองพบว่า  

1. ถังปฏิกรณ์แบบชีวภาพร่วมกับไฟฟ้าเคมีที่พัฒนาขึ้นให้ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตสูง
กว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพโดยทั่วไป โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เมื่อสัดส่วน C/N ในน้ าต่ า ทั้งนี้กลไกการก าจัดไน
เตรตที่เกิดขึ้น คือ Hydrogenotrophic denitrification ที่พบมากบริเวณไบโอฟิล์มที่ขั้วแคโทด และ 
Heterotrophic denitrification ที่พบมากในจุลินทรีย์แขวนลอย 

2. การลดลงของสัดส่วน C/N ในน้ าก่อนบ าบัด ส่งผลยับยั้งกระบวนการ Heterotrophic 
denitrification ขณะที่การเพ่ิมกระแสไฟฟ้า ส่งผลให้ขั้วไฟฟ้าผลิต H2 และ CO2 มากขึ้น และเพ่ิม
กระบวนการ Hydrogenotrophic denitrification 

3. เมื่อใช้แผ่นแกรไฟต์เป็นขั้วแอโนด และใช้ลวดทองแดง (ถังปฏิกรณ์ Cu) /ลวดสแตนเลส 
(ถังปฏิกรณ์ SS) เป็นขั้วแคโทด พบว่า ถังปฏิกรณ์ Cu ให้ประสิทธิภาพการก าจัดไนเตรตสูงกว่าถัง
ปฏิกรณ์ SS  

4. แบคทีเรียที่มีปริมาณมากท่ีสุดในไบโอฟิล์มและจุลินทรีย์แขวนลอยของถังปฏิกรณ์ Cu คือ 
Archromobacter และ Flavobacterium ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบ Hydrogenophaga ที่มี
บทบาทในกระบวนการ Hydrogenotrophic denitrification ในทั้ งไบโอฟิล์มและจุลินทรีย์
แขวนลอยด้วย 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ศึกษาเกี่ยวกับปริมาณความกระด้างในน้ าที่ท าให้เกิดตะกรันบริเวณขั้วแคโทด ซึ่งส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจน 

2. เปลี่ยนขั้วไฟฟ้าของถังปฏิกรณ์เป็นวัสดุอ่ืน ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการก าจัดไนโตรเจน 
หรืออาจมีการซ่อมบ ารุงระหว่างทดลอง เช่น เปลี่ยนขั้วไฟฟ้าเมือ่ตะกรันเริ่มเกาะเยอะจนเกินไป 

3. เนื่องจากจุดประสงค์ของงานวิจัยคือการน าน้ าที่บ าบัดแล้วไปบริโภค ดังนั้นหลังบ าบัดควร

มีการวิเคราะห์จุลินทรีย์ หรือมีระบบเมมเบรนอีกหนึ่งขั้นตอน เพ่ือให้ระบบมีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
ผลการทดลองท่ีเกี่ยวข้อง 

 

 
 

ภาพ ก1 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชระหว่างการคัดแยกเชื อ (HRT 24 ชั่วโมง) 
 

 
 

ภาพ ก2 การเปลี่ยนแปลงค่าออกซิเจนละลายน  าระหว่างการคัดแยกเชื อ (HRT 24 ชั่วโมง) 
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ภาพ ก3 ค่าออกซิเจนละลายน  าระหว่างการทดลองท่ี 1 ของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 

 
 

ภาพ ก4 ค่าออกซิเจนละลายน  าระหว่างการทดลองท่ี 1 และ 2 ของถังปฏิกรณ์ Cu 
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ภาพ ก5 ค่าออกซิเจนละลายน  าระหว่างการทดลองท่ี 1 และ 2 ของถังปฏิกรณ์ SS 
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ภาคผนวก ข  
กราฟมาตรฐาน 

 

 
 

ภาพ ข1 กราฟมาตรฐานไนไตรต์  (NO2-N) 
 

 
 

ภาพ ข2 กราฟมาตรฐานไนเตรต (NO3-N) 
 



 76 

 
 

ภาพ ข3 กราฟมาตรฐานแอมโมเนียม (NH4-N) 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะห์จุลินทรีย์และผลการทดลอง 

 
การแยกจุลินทรีย์ให้บริสุทธิ์ที่สามารถตรวจนับปริมาณได้ โดยวิธี Spread plate 
 1 สารเคมี 

1.1 M9 stock เตรียมจาก Na2HPO4 15 กรัม KH2PO4 7.5 กรัม และNaCl 1.25 
กรัม และน าไปละลายในน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร 

1.2 CH3COONa 10 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร (แหล่งคาร์บอนส าหรับ 
Heterotrophic bacteria) 

1.3 NaHCO3 10 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร (แหล่งคาร์บอนส าหรับ 
Autotrophic  bacteria) 

1.4 NaNO3 0.1 กรัม 
  1.5 Agar powder 15 กรัม ต่อน้ า 1000 มิลลิลิตร  
  1.6 Phosphate Buffer Saline (PBS) 10.79 กรัม ต่อน้ า 1000 มิลลิลิตร 
 
 2 การเตรียมอาหารเลี ยงเชื อส าหรับ Heterotrophic bacteria 

เติม M9 (1x Stock) 20  มิลลิลิตร CH3COONa 1 มิลลิลิตร NaNO3 0.1 กรัม และ 
Agar powder 1.5 กรัม ในขวดใส่สารเคมี และน าไปละลายในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
เข้าเครื่อง Autoclave และท าการเทลงบน plate 

 
3 การเตรียมอาหารเลี ยงเชื อส าหรับ Autotrophic bacteria  

  เติม M9 (1x Stock) 20  มิลลิลิตร NaHCO3 1 มิลลิลิตร NaNO3 0.1 กรัม และ 
Agar powder 1.5 กรัม ในขวดใส่สารเคมี และน าไปละลายในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
เข้าเครื่อง Autoclave และท าการเทลงบน plate 
 
 4 การเตรียมตัวอย่าง  

4.1 น าตัวอย่างมาผสมกับ PBS 10 มิลลิลิตร  
4.2 น าไปใส่เครื่อง vertex จนตัวอย่างแตกเป็นชิ้นส่วนออกมาผสมกับ PBS 
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 5 ขั นตอนการทดลอง 
  5.1 เติม phosphate buffer saline 900 ไมโครลิตร ลงใน Eppendorf ตาม
จ านวนที่ต้องการทดลอง 
 

 
 

  5.2 ใช้ micropipette ปิเปตตัวอย่างมา 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Eppendorf อัน
แรก และเขียนฉลากก ากับว่า  10-1 
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  5.3 ท าให้ผสมกันด้วยเครื่อง vertex จากนั้นปิเปตสารละลายจากหลอดแรก 100 
ไมโครลิตร ไปใส่ในหลอดที่ 2 และเขียนฉลากก ากับว่า  10-2  ท าแบบนี้ซ้ าไปเรื่อยๆจนครบจ านวนที่
ต้องการ 
  5.4 ปิเปตสารละลาย 100 ไมโครลิตร จากการเจือจางลงบนกึ่งกลางของ plate 
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  5.5 น าแท่งแก้วเกลี่ยเชื้อจุ่มลงในแอลกอฮอล์ แล้วน าไปผ่านเปลวไฟที่ตะเกียง (รอ
ให้เย็นสักประมาณ 20 วินาที) 

5.6 หมุน plate และเกลี่ยเชื้อไปรอบๆบนผิวของ agar  
 

 
 

6.5.6 เมื่อ Spread Plate เสร็จแล้ว ให้คว่ า Plate ลง และน าไปใส่ในกล่องที่ไร้
อากาศ รอประมาณ 4 วัน จากนั้นท าการ count colonies  

 
6. วิธีการค านวณ 

CFU/ml = 
A

BC
  

 
  โดย A = จ านวนโคโลนีที่นับได้ 
       B = ปริมาตรสารละลายที่ใช้ในการ Spread Plate  
       C = ปริมาตรที่ท าการเจือจาง  
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 7. ผลการทดลอง 
 
7.1 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
- Heterotrophic 
 

 

 
 

 
- Autotrophic 
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7.2 จุลินทรีย์แขวนลอยในถังปฏิกรณ์ SS 
 
 
- Heterotrophic 
 
 
 

 
 
 
 
- Autotrophic 
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7.3 จุลินทรีย์แขวนลอยในถังปฏิกรณ์ Cu 
 
 
- Heterotrophic 
 
 

 
 
- Autotrophic 
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7.4 ชั นไบโอฟิล์มในถังปฏิกรณ์ SS 
 
 
- Heterotrophic 
 
 
 

 
 
 
 

 
- Autotrophic 
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7.5 ชั นไบโอฟิล์มในถังปฏิกรณ์ Cu 
 
 
- Heterotrophic 
 
 

 
 
 
 
- Autotrophic 
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ภาคผนวก ง 
ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในระดับในระดับไฟลัม (Phylum) และจีนัส (Genus) ของตัวอย่างต่าง ๆ 

 
 

 
 

ภาพ ง1 กลุ่มจุลินทรีย์ในระดับไฟลัม (Phylum) ของตัวอย่างต่าง ๆ; ไบโอฟิล์มบนลวดทองแดง, 
จุลินทรีย์แขวนลอยในถังปฏิกรณ์ Cu และจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ภาพ ง2 กลุ่มจุลินทรีย์ในระดับจีนัส (Genus) ของตัวอย่างต่าง ๆ; ไบโอฟิล์มบนลวดทองแดง, 
จุลินทรีย์แขวนลอยในถังปฏิกรณ์ Cu และจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
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