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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

 

A260  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความความคล่ืน 260 นาโนเมตร 

A280  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความความคล่ืน 280 นาโนเมตร 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบหมุนเวยีนน้าํ (Recirculating aquaculture system) เปนระบบที่

มีการหมุนเวียนน้าํกลับมาใชใหม โดยน้ําเสียจะมีการบําบัดโดยผานกระบวนการบําบัดโดยวิธทีาง

กายภาพและชีวภาพกอนนาํมาใชใหม (Losordo และคณะ, 1998) กระบวนการบําบัดทางชวีภาพ

ประกอบดวยตัวกลางท่ีมีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงยดึเกาะอยู และทําหนาที่ในการบาํบัดแอมโมเนยี

และไนไตรตจากระบบเพาะเล้ียง สรวิศ เผาทองศุข และ เปยมศักดิ์ เมนะเศวต (2550) รายงานวา 

ระบบหมนุเวยีนน้าํทะเลแบบปดที่มีระบบบําบัดน้าํแบบ Nitrification Biofilter ซึ่งใชใยกรองไบโอโพลี

มา และระบบ Tubular Denitrification Reactor จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ

ทางทะเล สามารถใชเล้ียงกุงกุลาดําแบบปกติ (กุง 7 ตัวตอตารางเมตร)  และแบบหนาแนน (กุง 150 

ตัวตอตารางเมตร) เปนเวลามากกวา 11 เดือน โดยไมมกีารถายน้าํออกทิง้ ตลอดระยะเวลาการทดลอง 

สามารถควบคุมความเขมขนของแอมโมเนียไมใหเกนิ 0.2 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร และไมพบการ

สะสมไนไตรตในน้าํทะเล แสดงวามีความเปนไปไดที่จะพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงจากใยกรองไบ

โอโพลีมาซ่ึงมหีนาที่บาํบัดแอมโมเนยีและไนไตรตในระบบบําบัดนี ้ อยางไรก็ดียังไมมีการจําแนกหรือ

การคัดแยกแบคทีเรียจากระบบบําบัดน้าํเสียนี ้

 การศึกษาแบคทีเรียในระบบบําบัดน้าํเสียในอดีต ทาํไดโดยใชวิธีการเพาะเล้ียงเชื้อและศึกษา

ทางดานสรีรวทิยา แตเนื่องจากขอจํากัดในการเล้ียงเชื้อทําใหในปจจบุันมีการศึกษาแบคทีเรียใชวิธีการ

ทางชีววิทยาโมเลกุลมากข้ึน ไดแก การวิเคราะหลําดับเบสของ 16S ribosomal DNA (rDNA) และ

การศึกษากลุมประชากรของแบคทีเรียในแหลงตางๆ ดวยวิธ ี DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) เชนการศึกษาของ Kowalchuk และคณะ (1997) โดยใชวธิี DGGE แลวพบ

แบคทีเรียในกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี ทีป่ระกอบดวย Nitrosomonas sp. และ Nitrosospira sp. จาก

ดินบริเวณชายฝง นอกจากนี้ยงัพบแบคทีเรียทีย่ังไมสามารถพิสูจนเอกลักษณ (unidentified) ไดอีก

หลายชนิดในกลุมเดียวกัน อีกตัวอยางไดแก Tanaka และคณะ (2003) ศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟาย

อิง ใน activated-sludge reactor พบแบคทีเรียเดน ๆ ไดแก Nitrosomonas sp. และ Nitrospira sp. 

และพบแบคทเีรียกลุมเดนหลายชนิดที่เปน uncultured bacteria เทคนิคทางโมเลกุลเหลานี้ทาํให

คนพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงใหม ๆ เพิ่มข้ึนหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได

หลากหลายกลุม 

 การคัดแยกแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงในระบบบําบัดน้าํเสียหรือในส่ิงแวดลอม ทาํไดโดย ใช

วิธีการเพาะเล้ียงเชื้อโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ และสภาวะที่แตกตางกนั แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง
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ประกอบดวย ammonia oxidizing bacteria (AOB) และ nitrite oxidizing bacteria (NOB) ซึ่งใช

สารอนินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน แบคทีเรียกลุม AOB สามารถออกซิไดซแอมโมเนียใหเปน

ไนไตรต ตัวอยางเชน Nitrosomonas, Nitrosovibrio, Nitrosococcus, Nitrolobus และ Nitrospira 

(Antony และ Philip, 2006) สวนแบคทีเรียกลุม NOB สามารถออกซิไดซไนไตรตใหเปนไนเตรต 

ตัวอยางเชน Nitrobacter, Nitrococcus และ Nitrospira (Drahos, 2006) การเพาะเล้ียงแบคทีเรีย

กลุมไนทริฟายอิงทาํไดโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือที่ประกอบดวย (NH4)2SO4 และ NaNO2 เปนแหลง

ไนโตรเจน สําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดสแอมโมเนียและแบคทีเรียกลุมออกซิไดสไนไตรตตามลําดับ 

(Carlucci และ Strickland, 1968; Watson และ Mandel,1971; Du และคณะ, 2003)  ทัง้นี้ปริมาณ 

(NH4)2SO4 และ NaNO2 ที่ใชในงานวิจัยตางๆ มีคาแตกตางกนั  

อยางไรก็ดีปญหาในการศึกษาและเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง คือสวนมากไม

สามารถเพาะเลี้ยงไดดวยวิธกีารด้ังเดิม เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้เจริญชาหรือไมสามารถเล้ียงไดใน

สภาวะแวดลอมที่ตางไปจากเดิม (Tal, et al. 2003) รวมทั้งเช้ือมีความไวตอส่ิงแวดลอมที่เปล่ียนแปลง

ไปอยางมาก เชน ความเค็ม (salinity) ปริมาณแสง (light intensity) และ pH เมื่อเกิดปฏิกิริยาไนทริ

ฟเคชนัจะเกิด  2H+ ดวย ทําใหเกิดกรดในระบบบําบัด เมื่อ pH มีคานอยกวา 6 จะเปนพษิตอแบคทีเรีย

กลุมนี ้จึงตองรักษาสภาวะเปนกลางโดยการใชสารไบคารบอเนต (Guisasola, et al. 2007) ปญหาอีก

อยางหนึ่งของการเล้ียงเช้ือ คือการที่ตองใชระยะเวลาในการบมนาน ในอดีตการศึกษาจํานวนของ

แบคทีเรียดวยวิธี MPN ในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีสวนประกอบดวยน้ําทะเล ตองใชระยะเวลาสูงสุด

ประมาณ 60-90 วัน (Matulewich, et al. 1975) ถึงแมวาการศึกษาการเล้ียงเชื้อในเวลาตอมา พบวา

สามารถลดระยะเวลาในการเล้ียงเชื้อเหลือประมาณ 25 วัน ก็ยงัเปนระยะเวลาที่นาน เมื่อเปรียบเทียบ

กับการเล้ียงเชือ้แบคทีเรียกลุมอ่ืน ๆ 

 การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ในระบบบําบัดน้าํเสียจากระบบเพาะเล้ียงกุงแบบ

หมุนเวียนน้ําในประเทศไทย ไดมีการศึกษาโดยสุธาสิน ีอวมจันทร (2546) พบแบคทีเรียจํานวน 5 ชนิด 

ในน้าํเสียเทียมจากถังปฏิกรณไนทริฟเคชนั โดยใชไบโอบอล (bioball) เปนตัวกลางใหแบคทีเรียยดึจับ 

นอกจากนีย้ังพบแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (uncultured) และไมสามารถจําแนกได 

(unidentified) ในน้าํทะเลเร่ิมตนกอนเขาสูถังปฏิกรณไนตริฟเคชั่น และบางชนิดยงัคงพบไดตลอดการ

ทดลอง จงึเปนทีน่าสนใจสําหรับการศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ซึ่งสวนใหญเปนกลุมที่ไม

สามารถเพาะเลี้ยงได และไมสามารถจําแนกได เพื่อสามารถนาํความรูเกี่ยวกบัชนิดของแบคทีเรียและ

วิธีการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเหลานี้ มาใชในการเพาะเลีย้งเพื่อใหไดหวัเชื้อทีม่ีประสิทธิภาพสําหรับใชใน

การบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรต  

 ดังนัน้การวิจัยในคร้ังนี ้ จึงศึกษาเกีย่วกับการจําแนกและการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุมไนทริ

ฟายอิง จากระบบเพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมุนเวียนน้ําที่ใชในการเล้ียงกุง ซึ่งมีบอบําบัดน้าํเสียแบบตัว
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กรองชีวภาพ (biofilter) ที่มใียกรองทาํหนาที่เปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดจับเปนไบโอฟลม ทําใหคาด

วาจะมีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่มีประสิทธิภาพสูง การเพาะเล้ียงแบคทีเรียจะทาํโดยปรับสูตร

อาหารเล้ียงเชือ้ที่เคยมีการรายงานมากอนใหเหมาะสมกับแบคทีเรียกลุม AOB และ NOB ยิ่งข้ึน  เชน 

การดัดแปลงชนิดและปริมาณของสารเคมทีี่ใชเปนบัฟเฟอรและแหลงคารบอน คือ NaHCO3 การเติม

ตัวกลางพลาสติกใหแบคทีเรียมีพืน้ที่เพิ่มข้ึนในการยึดเกาะ หรือการผสมอาหารกุงเขาไปในสูตรอาหาร

เล้ียงเชื้อ เพื่อเพิ่มวิตามนิและแรธาตุลงไป เนื่องจากการศึกษาของสุธาสิน ี อวมจนัทร (2546) พบวา

เมื่อเติมอาหารเล้ียงกุงในระบบบําบัดจําลองพบแบคทีเรียหลากหลายชนิด มากกวาการที่ไมเติมอาหาร

กุงในระบบ และจากงานวจิยัของ Shan และ Obbard (2001) ก็ไดมีการเติมอาหารกุง 440 มิลลิกรัม

ตอลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงทีต่รึงอยูกับ clay pellet เพื่อเลียนแบบสภาวะใน

บอเล้ียงกุง งานวิจัยนี้ไดทําการเปรียบเทยีบแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ กับแบคทีเรียที่

ตรวจพบบนใยกรองจากการเล้ียงกุงแบบหมุนเวียนน้ํา เพื่อพิสูจนวาแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดเปนชนิด

เดียวกนักับทีพ่บในระบบบาํบัดหรือไม หลังจากนัน้ทาํการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียทีคั่ดแยก

ไดตอการบําบัดแอมโมเนีย และไนไตรต ทั้งในตัวอยางน้าํเสียสังเคราะหและน้าํเสียจริง 
 
วัตถุประสงค 

1. เพื่อพัฒนาสูตรอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง  

2. เปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดกับแบคทีเรียกลุมเดนในบอบําบัดน้ําเสียของ

ระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบหมุนเวยีนน้าํ  

3. วิเคราะหประสิทธิภาพการบําบัดไนโตรเจนของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงได 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

สามารถพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสม สําหรับการเล้ียงประชากรแบคทีเรียกลุม

ไนทริฟายอิง และคัดแยกแบคทีเรียกลุมเดนในบอบําบัดน้ําเสียแบบไนทริฟเคชั่น โดยความรูเกีย่วกับ

ชนิดของแบคทีเรียและวธิีการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเหลานี้ สามารถนําไปพฒันาวิธกีารเพาะเล้ียง

แบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เพื่อใชเปนหวัเชื้อในการบําบัดน้ําเสียประเภท

แอมโมเนยีและไนไตรต สําหรับประยุกตใชในการพฒันาวิธีบาํบัดน้ําเสียจากระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ํา

แบบหมุนเวียนน้าํ ใหมีประสิทธิภาพดีและสะดวกตอการใชงานตอไป 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 ลักษณะและผลกระทบของนํ้าเสียจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้าํ 
 ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีการทาํเกษตรกรรมมาชานาน ผลผลิตทางการเกษตรมี

มากมายหลายชนิดทั้งพืชและสัตว ซึง่ใชในการบริโภคภายในประเทศและเพื่อการสงออก ผลผลิต

จากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําถอืเปนสินคาทางการเกษตรที่สําคัญชนิดหนึง่ เนือ่งจากสามารถทํา

รายไดเขาประเทศไดดีโดยเฉพาะกุง ซึง่เปนผลผลิตที่ไดราคาดี ในบริเวณพืน้ที่ชายทะเล เชน ภาค

ตะวันออกของประเทศ ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกกุงทะเลจากการเพาะเล้ียงที่สําคัญของ

โลกประเทศหนึ่ง ในป 2542 คาดคะเนวามีผลผลิตสูงถึง 200,000 ตัน สูงที่สุดในโลกจากพื้นที่

เล้ียง 500,000 ไร และมีผลผลิตตอไรคอนขางสูง คือ 400 กิโลกรัม (กิจจา ใจเยน็, 2548) การเล้ียง

กุงเปนจํานวนมาก ทาํใหมีน้าํเสียถูกปลอยออกมาเปนจํานวนมากตามมา จึงมีการกําหนด

มาตรฐานน้าํทิ้งจากบอเพาะเล้ียงสัตวน้าํชายฝงกอนปลอยหรือระบายทิง้ โดยกรมควบคุมมลพษิ 

ในปพ.ศ. 2545 ดังนี ้ pH อยูระหวาง 6.5 – 9 มิลลิกรัมตอลิตร BOD ไมเกนิ 20 มิลลิกรัมตอลิตร 

ตะกอนแขวนลอย ไมเกนิ 70 มิลลิกรัมตอลิตร แอมโมเนยีรวมไมเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 

ฟอสฟอรัสรวม ไมเกนิ 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ไนโตรเจนรวมไมเกิน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และ

ไฮโดรเจนซัลไฟด ไมเกนิ 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร (มะลิ บณุยรัตผลิน และคณะ, 2546)  

โดยทัว่ไปความสกปรกของน้ําเสียจากบอเล้ียงกุงมีความสกปรกไมมาก เมื่อเทียบกับน้าํ

เสียจากบานเรือนและโรงงานอุตสาหกรรม ในน้าํเสียจากบอเล้ียงกุงประกอบไปดวยสารกลุม

แอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรต เปนองคประกอบหลัก ทั้งนี้เนื่องจากสัตวน้ําจะปลอยของเสีย

ออกมาในรูปของแอมโมเนีย ดังนัน้ในน้าํเสียจากบอเล้ียงกุงจงึประกอบไปดวยสารประกอบ

ไนโตรเจน (สบุัณฑิต นิ่มรัตน, 2548)  จากตารางที่ 2.1 พบวาปริมาณแอมโมเนียในบอเล้ียงกุงมี

อยูในระดับที่ไมสูง (0.09 มลิลิกรัมตอลิตร) อยางไรก็ตาม ไนไตรต ซึ่งเปนสารประกอบไนโตรเจนท่ี

ไดจากการยอยสลายแอมโมเนียมีปริมาณคอนขางสูง (2.16 มิลลิกรัมตอลิตร) ซึ่งอาจสงผลตอกุงที่

เล้ียง รวมทั้งการถายน้ําทิ้งในอดีตมักใชวิธีการถายน้าํสะอาดจากแหลงน้ําภายนอกเขาสูภายใน

บอเล้ียงกุง (สถาบันวิจัยสัตวน้ําชายฝง, 2549) และมีการถายน้าํเสียลงสูแหลงน้าํธรรมชาติ 

อยางไรก็ตามการเล้ียงกุงแบบพัฒนา (Intensive system) ในปจจุบนัซึ่งมีจํานวนกุงตอบอมากข้ึน 

ของเสียทีเ่กิดจากการเล้ียงกุง ประกอบดวยเศษอาหาร และของเสียที่กุงขับถาย ซึ่งจะถูกปลอย

ออกมาพรอมการเปล่ียนถายน้ํา ทั้งในชวงระหวางการเล้ียงและระหวางการจับกุง น้ําทิ้งมักจะมี

ระดับของแอมโมเนยี ไนไตรตสูงกวาสภาพธรรมชาติ มคีาความเปนกรด-ดาง ไมเหมาะสมกับการ
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เจริญเติบโตของสัตวน้าํ มีระดับของคาออกซิเจนที่ละลายอยูในน้าํตํ่า มีปริมาณของแพลงกตอนใน

น้ําสูงมาก และอาจมียาปฏิชีวนะและสารเคมีปนเปอนอยูในน้าํทิง้ เมื่อระบายสูแหลงน้ําจะ

กอใหเกิดผลกระทบตอสภาพแวดลอมและสัตวน้าํในธรรมชาติ สงผลทําใหสัตวน้าํตาย เนื่องจาก

ขาดออกซิเจนและยังสงผลใหคุณภาพน้ําที่จะนํามาเล้ียงกุงมีคุณภาพตํ่าลง ซึ่งอาจจะโนมนําให

เกิดโรคระบาดกุงได สวนสารออกซิเตตราชัยคลิน มีผลทําใหไนโตรเจนและอินทรียคารบอนของน้ํา

จากบอเล้ียงกุงสลายตัวชาลง ซึ่งขอมูลทีผ่านมาพบวาน้ําทิ้งจากการเล้ียงกุงโดยเฉพาะในชวงจับ

กุงมีปริมาณของเสียมากที่สดุ (สุรพล เรืองสิริ, 2544) ซึ่งถาไมมีการบําบัดน้ํากอนการปลอยลงสู

แหลงน้ําตามธรรมชาติจะสงผลตอมนุษยและสัตวน้ําอ่ืน ๆ ในแหลงน้ําธรรมชาติโดยเฉพาะใน

แหลงน้ําปดทีม่ีสารประกอบไนโตรเจนมากเกนิไป จะทาํใหเกิดกระบวนการ Eutrophication หรือ

กระบวนการทีม่ีพืชน้ําเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําลดลงและเกิดการ

ตายของพชืและสัตวน้าํในบริเวณนัน้ตามมา (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2545) ทําใหเกิดปญหาน้ําเนา

เสีย โดยเฉพาะในบริเวณใกลกับแหลงที่มกีารเพาะเล้ียงกุง  

 

ตารางที่ 2.1 ลกัษณะของน้ําเสียโดยทั่วไปจากบอเล้ียงกุงกุลาดํา (สุบณัฑิต นิม่รัตน, 2548) 

ลักษณะของน้าํเสีย คาเฉล่ีย 

คาความเปนกรด-ดาง (pH) 

อุณหภูมิ (องสาเซลเซียส) 

ความเค็ม (พพีีที) 

ปริมาณออกซเิจนที่ละลายน้าํ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

แอมโมเนยี (มลิลิกรัมตอลิตร) 

ไนไตรต (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ไนเตรต (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ฟอสเฟต (มิลลิกรัมตอลิตร) 

7.54 

31.19 

0.80 

7.35 

0.09 

2.16 

0.01 

0.04 

 

 ไนไตรตเปนสารที่มพีิษตอกุง มีคุณสมบัติในการจับกบัเม็ดเลือดไดเร็วกวา ออกซเิจน จึง

ทําใหสัตวน้าํ ใชออกซิเจนที่ละลายน้าํไดนอยลง (Grommen และคณะ, 2002) ซึ่งกุงตองใช

ออกซิเจน ในขบวนการเผาผลาญอาหาร เพื่อการดํารงชีวิต และการเจริญเติบโต แตเนื่องจาก ไน

ไตรต ทําใหคุนภาพน้ําไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุง ในน้ําที่มีไนไตรทสูงกวา 0.15 

มิลลิกรัมตอลิตร จะทาํใหกุงปวย และติดเชื้อโรคตางๆ ไดงาย ดังนัน้น้ําในบอเล้ียงกุงที่มีระดับของ 

ไนไตรท สูงกวา 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ไมควรนํามาเล้ียงกุง พิษของไนไตรทยงัเปนอันตรายตอ

เหงือก ทาํใหกุงเกิดความระคายเคืองบริเวณซี่เหงือก เปนสาเหตุทาํใหเกิดการติดเชื้อไดงาย และ
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ทําใหระบบการหายใจของกุงผิดปกติ กุงตองหายใจถี่ข้ึน ทาํใหกุงสูญเสียระบบการขับถายน้ํา และ

เกลือแรจากรางกาย ทําใหรางกายออนแอ การเจริญเติบโตของกุงลดลง เนื่องจากขบวนการเผา

ผลาญอาหาร ภายในรางกายมีประสิทธิภาพลดลง ไนไตรตยังทําใหกุงลอกคราบไมออก, กุง

เปลือกนิ่ม, กินกนัเองขณะลอกคราบ, การเจริญเติบโตชาลง, กุงออนแอ และตายในที่สุด กุงที่

ไดรับพิษจาก ไนไตรท ในระยะแรกๆ จะมคีวามเสยีงตอการเกิดโรค หวัเหลือง ตัวแดง ดวงขาว สูง

มากกวากุงที่อยูในสภาพน้าํปกติ (สถาบันวิจัยสัตวน้ําชายฝง, 2549) 

 

ตารางที่ 2.2 ตัวอยางชนดิสัตวน้ําและความเค็มกับการทนไนไตรต (มั่นสิน ตัณฆุลเวศม และ

ไพพรรณ พรประภา, 2544) 

ชนิดของสัตวน้ํา ชนิดของน้าํ

ที่ใชเล้ียง 

ปริมาณไนไตรต 

(mg-N/l) 

ปริมาณสัตวน้าํที่ตายตอ

ระยะเวลา (ชัว่โมง) 

ปลาเรนโบวเทราท อายุ 1 ป น้ําจืด 0.55 55% ใน 24 ชัว่โมง 

ปลาชินกุค แซลมอน (ปลาน้ิว) น้ําจืด 19.00 50% ใน 48 ชัว่โมง 

ปลาชินกุค แซลมอน (ปลาน้ิว) น้ําเค็ม 1070.00 10% ใน 48 ชัว่โมง 

Americah oyster (โตเต็มวยั) น้ําเค็ม 658.00 50% ใน 96 ชัว่โมง 

Malaysian Prawn น้ําเค็ม 8.60 50% ใน 96 ชัว่โมง 

 

จากขอมูลเบ้ืองตนจะเหน็ไดวาการเพาะเล้ียงสัตวน้ําโดยปราศจากการบําบัดน้าํทิง้ มี

ผลกระทบอยางมากทั้งตอมนุษยและตัวสัตวน้ําเอง การเล้ียงสัตวน้ํายิง่มีจาํนวนมากยอมตองมี

ของเสียปลอยออกมามาก ดังนัน้ปญหาของการเพาะเล้ียงใหมีผลผลิตมากในขณะที่คุณภาพของ

น้ําที่ใชจะตองไดรับการบําบัดใหไดมาตรฐาน จงึมีความนาสนใจตอการศึกษาถึงวธิีการในการทาํ

ใหการเพาะเล้ียงและการบําบัดควบคูกันไปไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
2.2 การเพาะเลี้ยงสัตวน้าํและการบําบดัน้ําแบบหมนุเวียนนํ้า 

2.2.1 การเล้ียงกุงกุลาดําในประเทศไทย  

          ประเทศไทยมีการเล้ียงกุงแบบพฒันา (intensive) ต้ังแต พ.ศ. 2529 โดยพัฒนามาจากการ

เล้ียงกุงกึง่ธรรมชาติ (semi intensive) และการเล้ียงแบบธรรมชาติ (extensive) ในบริเวณพืน้ทีน่า

ขาวชายฝงที่มนี้ําทวมถึง การเล้ียงกุงแบบธรรมชาติ (extensive) หมายถึงการเล้ียงกุงเพื่อใหไดผล

ผลิตมาก โดยการขยายพืน้ที่ตามบริเวณชายฝงของประเทศไทย ที่มีน้าํข้ึน-ลงถงึ เร่ิมทาํการเล้ียง

กุงในบริเวณนาขาวเมื่อถึงฤดูน้ําหลาก น้ําทะเลทวมถงึพรอมทั้งนําเอาลูกพนัธุกุง-ปลาเขามาดวย

เมื่อน้ําลด กุงปลาที่ตกคางอยูในนาก็เจริญเติบโตดี เจาของสามารถนํามาบริโภคและจับขายได
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มากข้ึน ตอมามีการปรับปรุงพืน้ทีน่าเดิมใหลึกและเหมาะสําหรับเล้ียง และจับลูกพนัธุจาก

ธรรมชาติมาเพิ่มมากข้ึน เรียกวา การเล้ียงกุงแบบกึ่งธรรมชาติ (sem intensive) ชนดิของกุงที่เล้ียง

ในขณะนัน้ คือกุงขาว (Penaeus merguiensis และ Penaeus indicus) และกุงตะกาด 

(Metapenaeus monoceros) เปนหลัก ตอมาป พ.ศ. 2525 กรมประมงเร่ิมมกีารเพาะฟกกุง

กุลาดํา (Penacus monodon) ไดสําเร็จ ไดแนะนําสงเสริมใหเกษตรกรทั่วไปสามารถทําได จึงเกดิ

การเล้ียงกุงแบบพัฒนา (intensive) ข้ึนมาประมาณป พ.ศ. 2527 การเล้ียงแบบพัฒนาเพื่อเพิม่

ผลผลิตโดยไมมีการขยายพืน้ที่แตเพียงอยางเดียว ดวยการนําลูกพนัธุที่เพาะเล้ียงไดไปปลอยใน

บอดิน จํานวนตัวตอตารางเมตรหนาแนนมากข้ึน (ประจวบ หลําอุบล, 2546) 

          การเล้ียงกุงแบบพฒันาของไทยเริม่ข้ึนในป 2528-2529 ในภาคกลางบริเวณ สมุทรสาคร 

สมุทรสงคราม และสมุทรปราการ การปรับเปล่ียนพื้นที่เปนนากุงแบบพัฒนาเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว

กุงราคาดี จึงเปนสาเหตุจูงใจใหมีการขยายพืน้ทีก่ารเล้ียงกุงแบบพัฒนาอยางรวดเร็ว โดยไมมีการ

วางแผนและจัดระบบการใชน้ําลวงหนา และปลอยน้าํจากนาทิ้งลงแหลงน้าํธรรมชาติ โดยไมมีการ

บําบัดน้าํกอนทิ้ง นอกจากนัน้ยงัมีการใชสารเคมีทุกประเภทเพียงเพื่อบําบัดน้ํา ใหมีคุณภาพดี ผล

ที่เกิดข้ึนในป 2532 ภายหลังการเล้ียงกุงแบบพฒันาไดเพยีง 3 ป เกิดการลมสลายของนากุง

บริเวณสมุทรสาคร สมุทรสงคราม และสมุทรปราการ การเล้ียงก็เคล่ือนยายไปทางภาคตะวันออก 

จังหวัดจันทบุรี ระยอง ตราด และมากข้ึน มีการใชวิชาการและขบวนการเล้ียงพฒันากวาเดิม ทํา

ใหการเล้ียงมผีลผลิตสูงและตอเนื่องยาวนาน พรอม ๆ กับการเล้ียงในเขตตะวนัออก ไดมีการขยาย

พื้นที่การเล้ียงลงมาทางภาคใต ที่มีพืน้ทีติ่ดตอกับชายทะเลเปนระยะทางยาว ทัง้ทางฝงอาวไทย

และฝงอันดามัน (กจิจา ใจเย็น, 2548) 

ปจจัยทีม่ีผลตอกุงและสภาพน้าํในบอเล้ียงกุงโดยตรง คืออาหารกุง อาหารกุงมีโปรตีน

ประมาณ 30-40%  นอกจากนี้อาหารสําหรับแมกุงตองมโีปรตีนสูงกวาปกติ คือที ่50-55% กรดอะ

มิโนที่มีในอาหารคือ อารจนิีน อีสทีดีน ไอโซลูซีน ลูซนี เมทไทโอนนี เมทิลอลานนี ทรีโอนนี ทริบโต

เพน และวาลีน ประมาณ 5.5, 1.7, 3.1, 5.3, 5.2, 2.0, 2.9, 2.7, 0.8 และ 3.6% ของโปรตีนใน

อาหารตามลําดับ ไขมันในอาหารกุงอยูระหวาง 5-10% และในจํานวนดังกลาวประกอบไปดวย

กรดไขมัน โอเมกา-3 ฮูฟา 0.5-1.0% ฟอสโฟลิปด 1.2-1.5% หรือลีซติีน 2% และคอเรสเตอรอล 

0.2-0.5% กุงกุลาดําสามารถใชพลังงานจากคารโบไฮเดรตพวกแปง ดังนัน้ในอาหารกุงจึงมีระดับ

คารโบไฮเดรตที่เหมาะสมประมาณ 30% ปริมาณแรธาตุในอาหารข้ึนอยูกับวัตถดิุบที่ใชในสูตร

อาหาร ถาสูตรอาหารมีแหลงโปรตีนมาจากสัตวน้ํา มีแรธาตุอยูมาก และในนํ้าที่เล้ียงมีความ

กระดางสูง แรธาตุที่เติมจะมีเพียงฟอสฟอรัส โปแตสเซียม แมกนีเซียม ปริมาณ 10, 9, 3 กรัมตอ

อาหารหนึง่กโิลกรัม ตามลาํดับ ทองแดง และสังกะสี 53, 52 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  

วิตามนิที่เติมในอาหารกุงมีไทอามนี ไรโบฟราวนิ วิตามินบี 12 ไนอาซีน โพลิคเอซิด วิตามินซี 
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วิตามนิดี วิตามินเค ในปริมาณ 14, 22, 5, 0.2, 7.2, 8, 40, 0.1, 40 มิลลิกรัมตออาหารหนึง่

กิโลกรัม (ประจวบ หลําอุบล, 2546) จะเหน็ไดวาอาหารกุงนั้นประกอบดวยสารอาหารตาง ๆ 

มากมาย ซึง่สารเหลานี้เปนประโยชนตอการเจริญของแบคทีเรียในแหลงน้ําที่ใชในการเพาะเล้ียง

กุงดวย  

 

2.2.2 การควบคุมคุณภาพน้ําจากการเพาะเล้ียงสัตวน้าํ 

2.2.2.1 การควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางกายภาพ 

การควบคุมคุณภาพน้าํทางกายภาพในบอบําบัดน้ํา โดยทั่วไปใชวิธีการเติม

อากาศใหกับน้ําในบอบําบัด โดยการติดต้ังเคร่ืองเติมอากาศเพื่อชวยเพิ่มอากาศในน้าํ เปด

เคร่ืองชวยเพิม่อากาศในบอบําบัดทางชวีภาพอยางนอยก็ในระหวางเติมน้าํและระหวางฝนตก เพื่อ

ปองกนัมิใหความเค็ม อุณหภูมิและองคประกอบทางคุณภาพน้าํอ่ืน ๆ แบงชัน้ และเพื่อปองกนัมิ

ใหเกิดการสะสมความรอนหรือเกิดปฏิกิริยาเรือนกระจกในนํ้า ที่บริเวณพืน้บอที่จะเปนอันตรายตอ

สิ่งมีชีวิตตาง ๆ ภายในบอบําบัดตลอดจนเพื่อยนระยะเวลาในการบําบัด นอกจากการเติมอากาศ

แลว อีกวิธีในการควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางกายภาพ คือการตกตะกอนหรือ

การกรอง เพื่อลดปริมาณของแข็งแขวนลอยในน้าํกอนปลอยลงสูแหลงน้าํธรรมชาติ (สุบัณฑิต นิม่

รัตน,2548) 

  2.2.2.2 การควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางเคม ี

การควบคุมคุณภาพน้าํทางเคมีในบอบําบัดน้ํา สารที่จะใชในการควบคุมและ

รักษาคุณภาพน้ํานั้นจะตองใชในระดับความเขมขนที่ตํ่ามาก (ตํ่ากวาระดับตํ่าสุดที่จะเปน

อันตรายตอกุงระหวาง 10-50 เทา) จนกระทัง่ไมกอใหเกิดอันตรายตอส่ิงมีชีวิตตาง ๆ ที่มีอยู

ภายในบอ ตัวอยางการใชสารเคมีในการบําบัดสารพษิไดแก การใชปูนขาว (1-5 กิโลกรัมตอไร) 

ในการปองกนัมิใหแกสคารบอนไดออกไซดและแกสไขเนาสะสมในบอเล้ียงกุง การใช

สารประกอบทีม่ีฤทธิ์เปนกรด ในการปองกนัมิใหแกสแอมโมเนยีมีสะสมในบอเล้ียงกุง โดยจัดการ

ใหเปล่ียนสภาพไปอยูในรูปของเกลือแรที่ไมเปนอันตรายตอสัตวน้ํา เชน ฟอรมาลิน 0.5 - 5 ลิตร

ตอไร คลอรีนผง (เกรด 60%) 25-100 กรัมตอไร คลอรีนน้าํ (เกรด 10%) 150 - 600 มิลลิลิตรตอ

ไร (อนันต ตันสุตะพานิช, 2538) 

2.2.2.3 การควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางชีวภาพ 

  การบําบัดน้ําเสียทางชวีภาพในการเพาะเล้ียงสัตวน้ํามหีลายแบบ เชน การเล้ียง

สัตวน้ําประเภทหอยและปลาขนาดเล็ก เชน ปลาหางนกยูง ปลาบูแคระ บูใส โดยสัตวน้ําที่มีขนาด

เล็กเหลานัน้ จะเจริญเติบโตขยายพันธุภายในบอเล้ียงกุง แลวทําหนาทีเ่สมอืนพนักงานรักษา

ความสะอาด เก็บกนิแพลงกตอน เศษอาหารส่ิงขับถายและซากส่ิงมีชวีติตาง ๆ เมื่อกุงเจริญเติบโต
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จนกระทั่งมีขนาดนอยกวา 80 ตัว/กิโลกรัม ก็จะเร่ิมจับสัตวน้าํเหลานัน้กนิเปนอาหารอีกทอดหนึง่ 

วิธีการนี้ควรทาํควบคูไปกับการควบคุมคุณภาพของน้าํเสียทางกายภาพและเคม ี เพื่อควบคุม

คุณภาพน้าํใหอยูในสภาวะสมดุลตลอดการเล้ียง (อนันต ตันสุตะพานชิ, 2538) การใชพืชน้าํหรือที่

เรียกวาระบบบึงประดิษฐ ก็เปนอีกวธิีในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพอยางหนึง่ วิธกีารนี้จะใช

จุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาติมาชวยในการบําบัด โดยพืชน้ําจะดูดออกซิเจนจากอากาศและแพร

ออกไปในน้าํเสียผานบริเวณรากพืช       จุลินทรียบริเวณรากจะสามารถชวยยอยสลายสารพิษได 

(สุบัณฑิต นิม่รัตน , 2548) อยางไรก็ตามวธิีการตาง ๆ ที่กลาวมานั้นเปนวิธกีารที่ตองพึง่พา

ธรรมชาติคอนขางมาก ในปจจุบัน การเพาะเล้ียงสัตวน้าํ เชน ปลาและกุง ไดมีการพัฒนาใหมีการ

เล้ียงไดปริมาณมาก เมื่อเทียบกับขนาดของพื้นที่ที่ใชเล้ียง เชน การเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบ

หมุนเวียนน้ํา ซึ่งน้าํที่ใชในการเลี้ยงจะเปนน้ําเกาที่ผานการเล้ียงมาแลว ดังนั้นในการบําบัดน้ําเสีย

ที่ปลอยออกมาจึงตองมีการจัดการที่มีประสิทธิภาพมากข้ึน และรวดเร็วกวาการบําบัดน้ําแบบเกา 

 

2.2.3 การบําบัดน้ําจากการเพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมนุเวียนน้าํ 

โดยทัว่ไปบอเล้ียงสัตวน้ําทัว่ไปสามารถแบงออกไดเปนสามรูปแบบ ไดแก บอดินที่อยู

กลางแจง ซึ่งเปนบอเล้ียงสัตวน้ําทีพ่บไดทั่วไป บอไรดินกลางแจง เชน บอดินปูทับดวยผายาง หรือ

บอซีเมนตที่ต้ังอยูกลางแจง และบอในโรงเรือนที่มีลักษณะเปนบอหรือถังที่ไมมีดิน แตมีหลังคาปก

คลุมทําใหไดรับแสงนอย การพัฒนาระบบหมนุเวยีนน้าํสําหรับบอเล้ียงสัตวน้ํา เพื่อนาํมาใชงาน

กับระบบบอทัง้สามรูปแบบนี้จึงมีรูปแบบ เทคโนโลย ี และการจัดการระบบบําบัดที่แตกตางกัน   

(สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต, 2550) การเล้ียงสัตวน้ําโดยใชระบบบําบัดน้าํแบบ

หมุนเวียนน้ํา (Recirculating Aquaculture Systems: RAS) เปนระบบที่มีการบําบัดน้ําที่ผานการ

ใชงานแลวเพือ่นํากลับมาใชใหมโดยวิธีการทางชีวภาพ โดยใชแบคทีเรียที่เกาะอยูกับตัวกลางใน

การบําบัดน้ําเสีย ขอดีคือระบบแบบนี้ตองการพื้นที่และใชน้าํนอยกวาการเล้ียงแบบด้ังเดิม 

สามารถที่จะคาดเดาและควบคุมสภาวะแวดลอมในการเล้ียงได ทําใหระบบนี้เหมาะสําหรับการ

เล้ียงที่มีพืน้ทีแ่ละปริมาณน้าํจํากัดหรือคุณภาพของน้าํไมเหมาะสม เชน อุณหภูมไิมเหมาะสมตอ

การเล้ียงสัตวน้ํา นอกจากนีย้ังสามารถใชเล้ียงสัตวน้ําที่ไมใชสัตวน้าํประจําถิน่ไดอีกดวย (Itoi และ

คณะ, 2006) อยางไรก็ตาม ระบบนี้ยงัมีคาใชจายสูงกวาการเล้ียงแบบด้ังเดิม เนือ่งจากระบบนี้

ตองมีการปมน้ําหมนุเวยีนอยูตลอดเวลารวมทัง้จะตองมีการเปาอากาศเขาไปในบอบําบัดน้ําเสีย 

ทําใหส้ินเปลืองคาไฟฟาคอนขางสูง รวมทั้งจําเปนตองมีคนที่มีความรูในการจัดการระบบให

ทํางานไดเต็มประสิทธิภาพ และสามารถแกปญหาไดเมือ่มีเหตุขัดของเกิดข้ึน 
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รูปที่ 2.1 ตัวอยางสวนประกอบสําคัญของระบบหมนุเวยีนน้าํสําหรับการเล้ียงกุงในโรงเรือน      

(สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต, 2550) 

 

Losordo และคณะ (1999) กลาวถงึหลักการของระบบบําบัดน้าํแบบหมนุเวยีนน้ํา คือ 

ระบบบําบัดน้าํแบบหมนุเวยีนน้ําเปนระบบปด ประกอบดวยบอหรือถังเล้ียงสัตวน้าํ การกรองและ

การบําบัดน้ํา สัตวน้าํจะเจริญในถังเล้ียงและมีการหมนุเวยีนน้ําอยางสม่ําเสมอ เพื่อใหมีสภาวะที่

เหมาะตอการเจริญ น้ําจะถูกสูบออกจากถังเล้ียงผานระบบการบําบัดโดยการกรองผานการกรอง

ทางกายภาพเพ่ือแยกตะกอน และการกรองทางชีวภาพดวยตัวกรองชวีภาพเพื่อกาํจัดสารประกอบ

ไนโตรเจนในน้าํเสียจากการเพาะเล้ียง และกลับเขาสูถังเล้ียงอีกคร้ัง การกาํจัดสารประกอบ

ไนโตรเจนในน้าํเสียดวยตัวกรองชีวภาพเกดิจากกิจกรรมของแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงและดี

ไนทริฟายอิง แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรตไนโตรเจนไปเปนไนเตรต

ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน และแบคทีเรียกลุมดีไนทริฟายอิงบําบัดไนเตรตไปเปนกาซไนโตรเจน

ภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้เปนแบคทีเรียที่สามารถพบไดในส่ิงแวดลอม 

ดังนัน้การใชตัวกรองชีวภาพที่มีแบคทีเรียเหลานี้เกาะอยูสามารถทําไดโดยการสรางระบบบําบัดที่

เหมาะสมกับแบคทีเรียในกลุมนั้น ๆ เชนระบบสําหรับแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงจะตองมีการเติม

อากาศเพื่อเพิม่ออกซิเจนใหกับระบบและใสตัวกลางที่เปนวัสดุของแข็งลงไปแลวทาํการเดินระบบ 

ในระยะแรกอาจยงัไมสามารถบําบัดแอมโมเนียและไนไตรตได ตอมาแบคทีเรียจะเร่ิมเกาะกัน

เปนไบโอฟลมและเม่ือประสิทธิภาพการบําบัดดีแลว สามารถนาํมาใชไดในระบบจริง  
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ธัญญา พันธฤทธิ์ดํา (2541) ศึกษาระบบหมนุเวยีนน้าํแบบปดสําหรับการเล้ียงกุงกุลาดํา 

(Penaeus monodon) และพบวาจากการเล้ียงกุงกุลาดํา เปนเวลา 305 วนั จากผลการทดลอง

แสดงใหเหน็วาระบบหมุนเวยีนน้ําทะเลแบบปด สามารถควบคุม คุณภาพของน้ํา คือ แอมโมเนยี 

ไนไตรต ไนเตรต และปริมาณออกซิเจนละลาย ใหอยูในเกณฑปรกติได โดยเฉพาะไนเตรทซ่ึงมีการ

สะสมเพิม่ข้ึนในชวงแรก แสดงใหเห็นถึงการมีกิจกรรมของแบคทีเรียในการบําบัดแอมโมเนยีและ

ไนไตรต ในขณะที่ระบบตัวกรองทางชวีภาพในสภาวะไมใชออกซิเจน สามารถควบคุมปริมาณไน

เตรตของระบบหมุนเวยีนน้าํทะเลแบบปดใหลดลงได โดยพบวาในระบบหมุนเวยีนน้ํานี้มีปริมาณ

ไนเตรทอยูในระดับตํ่ากวา 50มก./ล. ซึ่งเปนระดับที่ไมเปนพษิตอกุงกลุาดํา และทาํใหการเติบโต

และการรอดของกุงกุลาดําเปนปรกติ 

Lin และคณะ (2003) ศึกษาการเพาะเล้ียงกุงขาว (Litopenaeus vannamei) ในบอ

ภายนอกโรงเรือนเปนเวลา 80 วัน โดยใชระบบหมนุเวยีนน้ําแบบปดในการบําบัดน้ําเสียที่มาจาก

การเพาะเล้ียง จากการทดลองพบวา ประสิทธิภาพของการบําบัดแอมโมเนียทั้งหมด (Total 

ammonia nitrogen) และ ไนไตรตไนโตรเจน มีคาประมาณ 57% และ 90% ตามลําดับ (อัตราการ

ยอยสลายของแอมโมเนยีทัง้หมดมีคา 0.036 g/m2/day และอัตราการยอยสลายของไนไตรต

ไนโตรเจนมีคา 0.014 g/m2/day) ทั้งนี้เนือ่งจากอัตราการโหลดน้าํเสียเขาสูระบบตํ่า ทําใหมีอัตรา

การยอยสลายของแอมโมเนยีทัง้หมดตํ่า อยางไรก็ตามคาเฉลีย่ของปริมาณแอมโมเนยีทัง้หมดใน

ระบบหมนุเวยีนน้าํนี้อยูที่ 0.28 ± 0.18 มิลลิกรัมตอลิตร กุงสามารถเจริญเติบโตไดดีในขณะที่น้าํ

เสียเม่ือผานการบําบัดสามารถนํากลับมาใชไดอีกโดยไมเปนอันตรายตอกุง 

สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) ไดทดลองเลี้ยงกุงในโรงเรือนโดยใช

ระบบหมนุเวยีนน้าํแบบปด มีระบบการจัดการน้าํโดยการกรองท้ังทางดานกายภาพและชีวภาพ ดัง

รูปที่ 2.1 ไนทริฟายอิงแบคทีเรียที่ใชในการบําบัดนี้ไดจากที่มีอยูแลวในธรรมชาติ เชนในน้าํทะเล 

แลวใชวิธีการเพิ่มจํานวนบนตัวกลางในส่ิงแวดลอมที่เหมาะสมกับการเจริญของแบคทีเรียชนิดนี้ 

การเตรียมตัวกลางสําหรับการบําบัดทาํไดโดย นําตัวกลาง (งานวิจัยนีใ้ชวัสดุใยกรองไบโอโพลีมา) 

มาใสในถงัน้ําที่มีน้าํทะเล และเติมแอมโมเนียมคลอไรด ประมาณ 2 มิลลิกรัมตอลิตรและอาหาร

กุงประมาณ 90 มิลลิกรัมตอลิตร ใหอากาศภายในถงัเปนเวลาประมาณ 1 เดือน จงึสามารถนําใย

กรองที่มีไนทริฟายอิงแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ มาใชในระบบบําบัดแบบไนตริฟเคชันของระบบ

หมุนเวียนน้ําได และจากการทดลองพบวา แมวาจะผานการนําน้ํามาหมุนเวียนในระบบเพาะเล้ียง

กุงอยางตอเนือ่งเปนระยะเวลามากกวา 1 ป โดยเปนการเล้ียงกุงแบบหนาแนนสงู (350 ตัวตอ

ตารางเมตร) ก็ตาม กย็ังสามารถควบคุมปริมาณแอมโมเนยีและไนไตรต ใหอยูในระดับที่ไมเปน

อันตรายตอกุงไดเปนอยางดี  
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2.3 วัฏจักรไนโตรเจนและแบคทีเรียทีเ่กี่ยวของ 
 2.3.1 วัฏจักรไนโตรเจนในบอเล้ียงสัตวน้ํา 

จุลินทรียกับการเพาะเล้ียงสัตวน้ําโดยเฉพาะกุง มีความสัมพนัธและสําคัญในทุกรูปแบบ

และข้ันตอนของการเล้ียง โดยเฉพาะในเร่ืองของการควบคุมคุณภาพน้ําในบอเล้ียง หากการเล้ียง

แบบธรรมชาติเดิม จุลินทรียที่มีอยูในน้าํและพืน้บอ ก็จะมหีนาที่ในการยอยสลายข้ีของกุงและ

อินทรียสารอ่ืน ๆ แตถาหากมีการเล้ียงแบบพัฒนา กลาวคือ เล้ียงแบบหนาแนน และใหอาหารกุง

กินเต็มที่ ดังนั้นในบางสภาวะท่ีอากาศแปรปรวน หรือกุงอยูในสภาวะเครียดจากสาเหตุใดก็ตาม 

อาหารที่กุงกนิไมหมดก็จะเกดิการเนาเสียจากจุลนิทรียหลาย ๆ ชนิด มีการแยงใชออกซิเจนทําให

ออกซิเจนลดลง ปญหาที่ตามมา คือ ในสภาวะที่ไมมีอากาศ ผลิตภัณฑจากกระบวนการเมแทบอลิ

ซึมที่จุลนิทรียปลอยออกมาเปนพวกกาซพษิ ไดแก กาซแอมโมเนยี กาซไขเนา (ไฮโดรเจนซัลไฟด), 

กาซมีเธน และกาซอ่ืน ๆ อีก จากการยอยสลายส่ิงปฏิกูลมูลสัตว (เกรียงศักด์ิ พนูสุข, 2546) หาก

เกิดสภาวะนี้กบัน้ําในบอเล้ียงจะสงผลกระทบอยางรนแรงตอกุง ดังนัน้จะเห็นไดวาในระยะที่มีการ

เล้ียงกุงแบบพฒันา ผลิตภัณฑที่ตามมาและนิยมใชกนัอยางแพรหลาย คือ จุลินทรียที่ใชควบคุม

คุณภาพน้าํ 

วัฏจักรไนโตรเจนในบอเล้ียงสัตวน้ํา (รูป 2.2) เกิดข้ึน โดยไนโตรเจนที่เขาสูระบบจะอยูใน

รูปของอาหารที่ใชเล้ียงสัตวน้ํา สวนที่สัตวน้ํากนิไมหมดจะยังคงตกคางอยูในระบบ สวนที่ถูกกินจะ

เปล่ียนไปเปนมวลของสัตวน้ํา และบางสวนจะถูกขับออกมาในรูปของแอมโมเนีย อาหารสวนที่

เหลือนีก้ลายเปนสารอินทรียที่แบคทีเรียสามารถนําไปใชได และทําใหระดับของแอมโมเนยี-ไนโตร 

เจนทั้งหมด (Total Ammonia Nitrogen: TAN) และไนไตรตเพิ่มสูงข้ึน ซึ่งสารทัง้สองชนิดนี้เปนพิษ

ตอสัตวน้ําแมวาจะมีปริมาณตํ่าก็ตาม ในระบบ TAN อาจเปล่ียนเปนไนไตรต ไนเตรต และกาซ

ไนโตรเจนได โดยแบคทีเรียในน้าํและตะกอนผานกระบวนการไนตริฟเคชั่นและดีไนตริฟเคชั่น อีก

หวงโซหนึง่ในระบบคือ สาหรายในน้ําสามารถใชทัง้ TAN และไนไตรต เพื่อการเจริญและสัตวน้ําก็

จะกินสาหรายอีกทอดหนึ่ง อยางไรก็ตามหวงโซนี้เกิดข้ึนไดนอยกวากระบวนการไนตรฟิเคชั่นและดี

ไนตริฟเคชั่น ดังนัน้การเกิดการสะสมของ TAN ในระบบ สืบเนื่องมาจากกระบวนการไนตริฟเคชัน่

เกิดข้ึนไดไมดี (Crab และคณะ, 2007) 
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รูปที่ 2.2 วัฏจักรไนโตรเจนในบอเล้ียงสัตวน้ํา (Crab และคณะ, 2007) 

 

2.3.2 การกําจัดสารประกอบไนโตรเจนโดยใชตัวกรองชีวภาพ (biofilter) 

 การบําบัดไนโตรเจนในน้ําเสียจากการเพาะเล้ียงสัตวน้าํ โดยใชตัวกรองชีวภาพที่มี

แบคทีเรียเกาะในระบบไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน เปนวธิีที่ดีที่สุดที่สามารถกําจัดไนโตรเจน

ออกจากระบบไดทั้งหมด วิธนีี้มีขอดีกวาการใชพชืและสาหรายที่จะตองคอยกําจัดเศษสาหราย

และซากพืชทิง้ ทั้งยังมีประสิทธิภาพสูง ใชพลังงานนอย และปลอดภัยตอสัตวน้ํา มากกวาระบบ

บําบัดแบบเคมีและกายภาพ (เกรียงศักด์ิ พนูสุข, 2543) หลักการของระบบตัวกรองชีวภาพคือมี

แบคทีเรียยึดเกาะอยูบนตัวกลางวัสดุที่เปนของแข็ง การยึดเกาะของกลุมประชากรแบคทีเรียนี้

เรียกวาการตรึง (Immobilization) แบคทีเรียเหลานี้จะทําการยอยสลายสารที่อยูในน้าํ เชน 

nitrifying biofilter เปนตัวกรองชีวภาพที่มีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงตรึงอยูบนตัวกลาง ในการ

บําบัดแอมโมเนียและไนไตรตในน้ําเสีย แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงสามารถสรางสารที่มีลักษณะ

เปนเมือกออกมาเพ่ือยึดเกาะกับพืน้ผิวของตัวกลาง เกดิเปนชั้นของแบคทีเรีย เรียกวา ไบโอฟลม 

(biofilm) (Hagopain และ Riley, 1998) โดยทั่วไปในธรรมชาติสามารถเกิดไบโอฟลมไดโดยเปน

การรวมกลุมกนัของแบคทีเรียหลากหลายชนิด เร่ิมจากแบคทีเรียเซลลแรกยึดเกาะกับพืน้ผิววัสดุ

จากนั้นเพิ่มจาํนวนเปนโคโลนี โคโลนีแตละโคโลนทีี่อยูใกล ๆ กนันัน้ อาจเปนแบคทีเรียตางชนิดกัน 

การอยูรวมกันของแบคทีเรียนี้จะเพิ่มเปนชัน้หนาข้ึนเร่ือย ๆ และมีการสรางสารที่เปนสารประกอบ

โพลีเมอรข้ึนเพื่อปกปองเซลลที่อยูภายในจากส่ิงแวดลอมภายนอก และยังพบวามีการ
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ติดตอส่ือสารกันระหวางเซลลของแบคทีเรียทั้งในไบโอฟลมและภายนอกโดยใช signaling 

molecules แบคทีเรียแตละชนิดในไบโอฟลมจะอยูแบบพึ่งพาอาศัยกนั โดยแบคทีเรียชนิดหนึ่งจะ

สรางสารออกมาจากกระบวนการเมแทบอลิซึม ซึง่สารที่ปลอยออกมาแบคทีเรียชนิดอ่ืนสามารถ

นําไปใชได เชน การอยูรวมกันของแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงกับแบคทีเรียกลุม heterotrophic ดัง

รูปที่ 2.3 โดยแอมโมเนยีและไนไตรต จะถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงซึ่งโตชากวา

อยูดานในของไบโอฟลม ในขณะที่แบคทีเรียกลุม heterotrophic ที่อยูดานนอกจะยอยสลาย

สารอินทรียในน้ําเสีย (Golz, 1999) อยางไรก็ตามการที่มีแบคทีเรียกลุม heterotrophic มาก

เกินไปจะทําใหการบาํบัดแอมโมเนยีและไนไตรตเกิดไดไมดี ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณออกซิเจนในน้าํ

ลดลงสงผลตอแบคทีเรียกลุมไนตริฟเคชัน 

 
รูปที่ 2.3 กิจกรรมของแบคทีเรียในไบโอฟลมจากตัวกลางในระบบบําบัดน้ําเสียแบบไนตริฟเคชัน

โดยทัว่ไป (Golz, 1999) 

 

ชนิดของตัวกรองชีวภาพโดยทั่วไปคือ gravel, แผนจานหมุนชีวภาพ (rotating biological 

contactor), bead filters, ระบบโปรยกรอง (trickle filters) และ fluidized bed filters โดยทีตั่ว

กรองชีวภาพแตละชนิด มีอัตราการยอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจนแตกตางกนัออกไป ดังตารางที ่

2.3 ข้ึนอยูกับความเหมาะสมและความจําเปนในการใชงาน จากตารางนี้จะพบวาตัวกรองชีวภาพ

ชนิด bead filters มีชื่อทางการคาวา Nor-Pac ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 นิ้ว ทําจากพลาสติก 

Polypropylene ลักษณะดังรูปที่ 2.4 มีอัตราการบําบัดสูงสุดใกลเคียงกับอัตราการบําบัดสูงสุด

ของตัวกรองชีวภาพชนิด trickling filters เนื่องจาก bead filters มีขนาดเล็กแตมีพื้นที่ผิวมาก 
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(ข้ึนกับชนิดและเสนผานศูนยกลาง) แต bead filters มีราคาถูกกวาถงึคร่ึงหนึง่ ดังนั้นตัวกรอง

ชีวภาพชนิดนีจ้ึงมีความนาสนใจในการศึกษา และนําไปใชในระบบบําบัดน้าํเสียจากการ

เพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมนุเวียนน้าํซ่ึงมีพืน้ที่ในการใชงานนอย  

 

 
รูปที่ 2.4 ตัวกรองชีวภาพชนดิ bead filters ชื่อทางการคาคือ Nor-Pac  

(ที่มา: http://www.jaegerenvironmental.com/nor-pac.htm) 

 

ตารางที่ 2.3 อัตราการบําบัด TAN จากระบบบําบัดน้าํเสียของการเพาะเล้ียงสัตวน้าํโดยใชตัว

กรองชีวภาพชนิดตาง ๆ (Crab และคณะ, 2007) 

ชนิดของตัวกรองชีวภาพ อัตราการบําบัด TAN โดยเฉล่ีย 

(กรัม TAN/ m2 day) 

ราคา 

(Euro/kg yr) 

Rotating biological contactor 0.19-0.79 1.143 

Trickling filter 0.24-0.64 1.036 

Bead filter 0.30-0.60 0.503 

Fluidized sand biofilter 0.24 0.198 

 

ระบบตัวกรองชีวภาพมีหลายประเภท ซึ่งแบงออกไดดังนี ้

1. ระบบจานหมุนชีวภาพ (Rotating Biological Contactor, RBC) โดยทัว่ไปจานจะทาํ 

จากแผนพีวซีหีรือพลาสติกที่จมอยูใตน้ําประมาณ 50 เปอรเซ็นต ระบบจานหมุนชวีภาพจะทาํการ

บําบัดน้าํเสียที่สูบออกจากบอเล้ียงโดยการหมนุรอบตัวเองดวยความเร็วตํ่าประมาณ 2–5 rpm ซึ่ง

ทําใหไนทริฟายอิงแบคทีเรียไดสัมผัสกับน้าํเสีย ทีม่ีแอมโมเนยีและอากาศสลับกนัไปอยางตอเนื่อง 

ทําใหกระบวนการไนตริฟเคช่ันเกิดข้ึนไดอยางมีประสิทธภิาพ ระบบจานหมุนชีวภาพยงัสามารถ
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ลดปญหาการอุดตันไดเปนอยางดีอีกดวย การทดลองในระดับหองปฏิบัติการพบวาอัตราการยอย

สลายไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนยีอยูระหวาง 0.19–0.79 g TAN/m2/day (Crab และคณะ, 

2007) 

2. ระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบโปรยกรอง (Trickling Filter) ถังระบบนีส้ามารถบําบัด 

และหมนุเวยีนน้ําโดยกระบวนการไนตริฟเคช่ันไดเชนกนั ในระบบนี้ไนทริฟายอิงแบคทีเรียจะ

เจริญเติบโตอยูบนตัวกลางที่ไมเคล่ือนที่ซึง่โดยมากทํามาจากหนิหรือพลาสติกที่มนี้าํหนักเบา และ

มีพื้นที่ผิวสําหรับใหแบคทีเรียยึดเกาะภายในอยูประมาณ 100–1,000 m2/m3 น้ําเสียจากบอเล้ียงที่

มีแอมโมเนยีจะถูกปลอยใหไหลลงมาจากดานบนของระบบ ผานวัสดุตัวกลางทีม่ีไนทริฟายอิง

แบคทีเรียเกาะยึดอยูบนพืน้ผิวเพื่อใหสัมผัสกับอากาศ ทําใหเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชัน่ในการเปล่ียน

แอมโมเนยีเปนไนเตรท ขอดอยของระบบถังปฏิกรณชวีภาพแบบโปรยกรองคือการอุดตันภายใน

ชองวางระหวางตัวกลางจากของแข็งในน้าํเสียและจากฟลมชีวภาพ (Biofilm) ซึ่งแบคทีเรียขับ

ออกมาระหวางการเจริญเติบโต จากการคนควาพบวาอัตราการยอยสลายแอมโมเนยีในถัง

ปฏิกรณชีวภาพประเภทนี้อยูที ่0.24–0.64 g TAN/m2/day (Crab และคณะ, 2007) 

3. ระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed Bioreactor) หลักการ 

ทํางานของถังปฏิกรณชีวภาพระบบนี ้ มีความคลายคลึงกับถังปฏิกรณชีวภาพแบบโปรยกรอง 

กลาวคือไนทริฟายอิงแบคทีเรียจะเกาะยึดอยูบนพื้นผิวของตัวกลางที่มขีนาดเล็ก เชน เม็ดทราย

หรือ Polystyrene bead ขนาดประมาณ 1–3 mm ซึ่งทาํใหมพีื้นที่ผิวสําหรับใหแบคทีเรีย

เจริญเติบโตสูงมากถงึ 4,000–20,000 m2/m3 ในระบบถงัปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด

จะตองมีการสูบน้ําเสียจากบอเล้ียงเขาสูดานใตของถังปฏิกรณ เพื่อทาํใหเกิดการยกตัวและ

เคลื่อนที่ของตัวกลางแบบไหลวน ระบบถังปฏิกรณชีวภาพประเภทน้ีมีจุดเดนคือสามารถบําบัดน้ํา

เสียที่มีความเขมขนของแอมโมเนยีสูงในปริมาณมากไดดี และสามารถบรรเทาปญหาเกี่ยวกับการ

อุดตัน ซึ่งพบมากในระบบถังปฏิกรณชวีภาพที่มีการใชตัวกลางแบบไมเคล่ือนที ่ เชน Trickling 

Filter อยางไรก็ตามในระบบถังปฏิกรณชวีภาพแบบฟลูอิดไดซเบด จะตองทาํการติดต้ังระบบเติม

อากาศที่มีประสิทธิภาพเพือ่รองรับกระบวนการไนตริฟเคชั่น การทดลองในระดับหองปฏิบัติการ

พบวาอัตราการยอยสลายไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียอยูที ่ 0.24–0.55 g TAN/m2/day (กษิดิศ 

หนทูอง, 2551) 

4. ระบบตัวกรองชีวภาพแบบ Microbead Filter ตัวกรองแบบนี้ไดถูกนําเสนอ เพื่อใช 

บําบัดและหมุนเวยีนน้ําในระบบการเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบปด Microbead Filter มีลักษณะการ

ทํางานเหมือนกับ Bead Filter ทั่วไปคือเพิ่มพืน้ที่ใหแบคทีเรียยึดเกาะ แตตางกันที่ขนาดของตัว

กรอง ระบบนีม้ีความคลายคลึงกับระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบโปรยกรอง แตขนาดของตัวกลาง

สําหรับใหไนทริฟายอิงแบคทีเรียยึดเกาะจะมีขนาดเล็กกวา คืออยูทีป่ระมาณ 1–3 mm ซึ่งทําใหมี
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พื้นที่ผิวประมาณ 1,260–3,780 m2/m3 ระบบ Microbead Filter มีขอดี คือสามารถบําบัดน้าํเสีย

จากการเพาะเลี้ยงในปริมาณมากไดดี และสามารถแยกตะกอนของแข็งเพื่อปองกันการอุดตันได

อยางมีประสิทธิภาพ ผลการทดลองในระดับหองปฏิบัติการพบวาอัตราการยอยสลายไนโตรเจนใน

รูปของแอมโมเนียอยูที ่0.3–0.6 g TAN/m2/day (กษิดิศ หนทูอง, 2551)  

ในงานวิจัยนี้ใชตัวกลางท่ีมชีื่อทางการคา คือ BCN-009 ทําจากพลาสติก Polyethylene 

ดังรูปที ่ 2.5 มีพื้นที่ผิวประมาณ 864 m2/m3 สามารถนําไปประยุกตใชไดทั้งกับระบบถังปฏิกรณ

ชีวภาพแบบโปรยกรอง ระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด รวมถึงระบบตัวกรองชีวภาพ

แบบ Bead Filter ไดเชนกนั ข้ึนอยูกับความเหมาะสมในการใชงานในแตละพื้นที ่

 
รูปที่ 2.5 ตัวกรองชีวภาพชนดิ Bead Filter ชื่อทางการคาคือ BCN-009 

(ที่มา: http://www.piscesengineering.co.uk/filter_media.htm) 

 

ตัวอยางการนาํระบบตัวกรองชีวภาพมาใชบําบัดน้าํเสียจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา ไดแก 

Tookwinas และ Sangrungruang (1998) ทาํการบําบัดน้ําทิ้งจากบอเล้ียงกุงกุลาดําแบบพัฒนาที่

จังหวัดจันทบุรี โดยใชระบบตัวกรองชีวภาพที่มีแบคทีเรียยึดเกาะอยู พบวาสามารถลดแอมโมเนยี

ลงไดในระดับที่ไมเปนอันตรายตอส่ิงมีชวีติภายในระยะเวลา 7 ชั่วโมง ในปเดียวกันนี ้ นภาพร 

กิตติมศักด์ิ (2541) ไดทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพระหวางตัวกรองชีวภาพแบบไบ

โอดรัม และ แบบใตน้ํา ซึง่ใชในระบบหมนุเวยีนน้ําทะเลแบบปดเพื่อการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา ในการ

ทดลองเล้ียงกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) และ ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) เปนเวลา 3 

เดือน ในการทดลองเลี้ยงกุงกุลาดํา พบวาระบบตัวกรองชีวภาพทัง้สองแบบ สามารถควบคุม

คุณภาพน้าํคือ แอมโมเนียรวม, ไนไตรต และไนเตรต ใหอยูในเกณฑปกติ เเตเนื่องจากในการ

ทดลองคร้ังนีม้วลชีวภาพของกุงกุลาดํามปีริมาณนอยมาก จึงไมสามารถเปรียบเทยีบประสิทธิภาพ

ระหวางระบบหมุนเวียนน้ําแบบปดที่มีตัวกรองชีวภาพตางกนัได สวนการทดลองเลี้ยงปลากะพง

ขาว พบวาระบบตัวกรองชีวภาพทัง้สองแบบสามารถควบคุมคุณภาพน้าํ คือ แอมโมเนยีรวม, ไน

ไตรท และไนเตรท ใหอยูในเกณฑปกติ อยางไรกต็ามพบวาในการทดลองเล้ียงปลากะพงขาว 
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ปริมาณแอมโมเนียรวม และไนไตรทในชดุการทดลองที่มีตัวกรองชีวภาพแบบใตน้าํ จะมีคาสูงกวา

ชุดการทดลองที่มีตัวกรองชีวภาพแบบไบโอดรัมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  

 

2.3.2 การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวกรองชีวภาพ 

 ในการพัฒนาใหระบบบําบัดน้ําเสียแบบชีวภาพมีประสิทธิภาพสูงข้ึน ความชัดเจนของ

ประชาคมจุลนิทรียในระบบบําบัดน้าํเสียมีความสําคัญมาก และจําเปนตองอาศัยความรูทางดาน

จุลชีววทิยามาชวยสนับสนุนใหเขาใจระบบลึกซึ้ง แตในปจจุบนัยังขาดแคลนขอมูลและการวิจยัที่

เกี่ยวของกับจาํนวนหรือชนดิของจุลินทรียในระบบบําบัดหรือในตัวกรองชีวภาพ ซึ่งทาํใหการ

คํานวณระบบบําบัดโดยใชแบบจําลองทางคณิตศาสตรจําเปนตองใชแบบจําลองที่เรียกวา กลอง

ดํา (black-box model) ซึ่งก็คือระบบจําลองที่มีเฉพาะ input และ output เนื่องจากยังไมเขาใจถึง

ปจจัยทีม่ีสวนเก่ียวของกับกระบวนการบําบัดไดอยางสมบูรณ (Yoshie และคณะ, 2001) ความรู

ทางดานความหลากหลายของจุลินทรียในธรรมชาติยังมอียูนอยมาก เนื่องจากการใชวิธีตรวจสอบ

แบบด้ังเดิม เชน การใชกลองจุลทรรศน และการเพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเชื้อ ยังมขีอจํากัดอยูมาก 

โดยทัว่ไปการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย นิยมใชวิธกีารเพาะเล้ียงในอาหารเลี้ยงเช้ือจนไดโคโลนี

เด่ียวที่บริสทุธิแ์ลว วิเคราะหชนิดโดยการสองตรวจรูปรางลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรีย และ

วิธีการทดสอบทางชีวเคมี เชน Leonard และคณะ (2000) ใชวิธีการทดสอบทางชีวเคมี ในการ

จําแนกชนิดของแบคทีเรียในระบบหมุนเวยีนน้ําแบบปดสําหรับเล้ียงปลาทะเล จาํแนกไดแบคทีเรีย

สกุล Pseudomonas, Oceanospirillum, Marinobacter, Paracoccus, Erythrobacter, 

Aeromonas และ Vibrio แตจะไมพบ Vibrio ในตัวกรองชีวภาพ และไมพบแบคทีเรียในกลุมไนทริ

ฟายอิง ซึ่งอาจเกิดจากวิธกีารวิเคราะหที่ไมเหมาะสม เชน อาหารเลีย้งเชื้อที่ใหไมเหมาะสมกับการ

เพาะเล้ียงแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิง ทําใหไมสามารถพบแบคทีเรียกลุมนี้ได 

 
2.4 การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 
 แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงสามารถพบไดทั้งในดิน น้าํจืด และน้าํเค็ม แบคทีเรียเหลานี้ใช

ออกซิเจนในการหายใจ ใชสารอนินทรียคารบอน เชน คารบอนไดออกไซด หรือไบคารบอเนต เปน

แหลงคารบอน และใชสารประกอบไนโตรเจนเปนแหลงพลังงาน เจริญชา และไวตอส่ิงแวดลอมที่

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม เชน ปริมาณออกซิเจน อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง ความเค็มและ

คาอัลคาลินิตีของน้ํา (Crab และคณะ, 2007) การศึกษาการยอยสลายสารประกอบไนโตรเจนของ

ตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัดน้ําเสียมักศึกษากลุมประชากรของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย ซึ่งอยูใน

กลุมของ α และ β-subdivisions ของ Proteobacteria เชน Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp., 
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และ Nitrospira sp. ไนทริฟายอิงแบคทีเรียแบงการทํางานเปน 2 กลุมคือ แบคทีเรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยี และแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 

 1. แบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี (Ammonium oxidizing bacteria (AOB)) มีหนาที่

ออกซิไดซแอมโมเนยีใหเปนไนไตรต แบคทีเรียในกลุมนีไ้ดแก Nitrosomonas, Nitrosospira, 

Nitrosococcus และ Nitrosolobus แบคทีเรียกลุมนี้สามารถออกซิไดซแอมโมเนียไปเปนไนไตรต

ไดดวยเอนไซม ammonia monooxygenase (AMO) ซึ่งจะเปลีย่นแอมโมเนยีไปเปน NH2OH และ

เอนไซม hydroxylamine oxidoreductase (HAO) ใชเปล่ียน NH2OH ไปเปนไนไตรต ปริมาณและ

สกุลของแบคทีเรียทีพ่บเปนชนิดเดนในแตละแหลง ข้ึนกับลักษณะของน้าํเสียในระบบบําบัด 

(Antony และ Philip, 2006) 

 2. แบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต (Nitrite oxidizing bacteria (NOB)) ทาํหนาที่

ออกซิไดซไนไตรทเปนไนเตรต แบคทีเรียในกลุมนี้ไดแก Nitrobacter และ Nitrospira ซึ่งสามารถ

ออกซิไดซไนไตรตไปเปนไนเตรตโดยใชเอนไซม nitrite oxidoreductase (Drahos, 2006) 

 

2.4.1 ปจจัยทีม่ีผลตอไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 

  2.4.1.1 ออกซิเจน 

  แบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี เมื่ออยูในสภาวะออกซิเจนตํ่า สามารถใชใน

ไตรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน เกิดเปน N2O หรือ NO เชน Nitrosomonas eutropha และ 

Nitrosomonas europaea สามารถทําใหเกิดไดทัง้ปฏิกิริยาไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน เมือ่

เจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด สวนการทํางานของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต โดยอาศัย

เอนไซม nitrite oxidoreductase เปล่ียนไนไตรตใหเปนไนเตรต หากอยูในสภาวะที่ขาดออกซิเจน 

จะทาํใหเกิดกระบวนการยอนกลับโดยรีดิวซไนเตรตใหเปนไนไตรตได (Schmidt และคณะ, 2003) 

  2.4.1.2 ความเค็มของน้าํ 

  ความเค็มของน้ํามีผลอยางมากตอการทาํงานของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย Sakairi 

และคณะ (1996) พบวาในการบําบัดไนโตรเจนจากน้าํทะเลโดยไนทริฟายอิงแบคทีเรีย ปฏิกิริยาไน

ตริฟเคชันในน้าํทะเลจะเกิดข้ึนไดนอยกวาในนํ้าจืดถึง 6 เทา 

  2.4.1.3 การถกูยับยัง้การทํางาน 

  ไนทริฟายอิงแบคทีเรียจะถูกยับยั้งการทํางานไดโดยแสงสวาง (Hagopain และ 

Riley, 1998) นอกจากนีย้ังพบวา Hydroxylamine แอมโมเนยี และ NO จะยับยัง้การทาํงานของ

แบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต (Schmidt และคณะ, 2003)  
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  2.4.1.4 ความสัมพันธกับแบคทีเรียอ่ืน ๆ 

  Bianchi และคณะ (1992) กลาววา แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงสามารถปลอย

สารประกอบอินทรียไดในระหวางการเจริญ และสารประกอบอินทรียที่ปลอยมานี้แบคทีเรียกลุม 

heterotroph สามารถใชในการเจริญได ในขณะเดียวกนัการอยูรวมกนัของแบคทีเรียทัง้สองชนิดนี้

สามารถเพิ่มกจิกรรมของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เชน Nitrosomonas หรือลดระยะ lag phase 

ของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงนัน่เอง 

Nogueira และคณะ (2002) กลาววามีการแขงขันกันระหวางแบคทเีรียกลุมไน 

ตริฟายอิงกับแบคทีเรียกลุม heterotroph ในไบโอฟลม ซึ่งในกรณีที่ในน้ํามีความเขมขนของ

ออกซิเจนตํ่าจะสงผลกระทบโดยตรงตอแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้

เจริญชาและเจริญอยูบริเวณดานลางของไบโอฟลม ทําใหแบคทีเรียกลุม heterotroph ที่อยู

ดานบนของไบโอฟลมใชออกซิเจนไดมากกวา 

 

2.4.2 การเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 

 Carlucci และ Strickland (1968) ศึกษาแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงจากน้าํทะเลโดยใช

อาหารเล้ียงเชือ้แข็ง สําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยีและแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไน

ไตรต สามารถคัดแยกแบคทีเรียไดทัง้ 2 กลุม โดยพบแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี 8 ชนดิ 

และแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 2 ชนิด 

 ตอมาในป 1998 Mizoguchi และคณะ สามารถคัดแยกแบคทีเรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยี Nitrosomonas sp. TN0632 จากตัวอยางน้าํทะเล 80 ตัวอยางได โดยใชอาหารเล้ียง

เช้ือแข็ง SW medium ที่ม ี (NH4)2SO4 3.O กรัมตอลิตร และ MOPS 10.0 กรัมตอลิตร เปน

องคประกอบ และในปเดียวกันนี้ Sorokin และคณะ ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไน

ไตรตจากดินตะกอนบริเวณทะเลสาบ โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อเหลวทีม่ี NaNO2 เปนแหลงพลังงาน 

และไดมีการนาํเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกลุ มาใชในการตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได

ดวย ซึง่จากการทดลองสามารถคัดแยก Nitrobacter alkalicus ซึ่งเปนสายพนัธุใหมไดสําเร็จ 

อยางไรก็ตาม ในปจจุบนัมคีวามพยายามในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมใหม ๆ และกลุม

ที่ยงัไมสามารถเพาะเล้ียงได และเนื่องจากแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรียเปนแบคทีเรียที่

โตชา เมื่อเทยีบกับแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดทั่วไป รวมทัง้เปนแบคทีเรียที่ไมทนตอสภาวะแวดลอมที่

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม (Tal และคณะ2003) เชน จากการศึกษาของ Spieck และคณะ ในป 

2003 ไดมีการพัฒนาเทคนิคใหมในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 

uncultured Nitrospira-like bacterium ซึ่งเปนแบคทเีรียกลุมออกซไิดซไนไตรต มีบทบาทในการ

ยอยสลายไนไตรตไปเปนไนเตรต แยกไดจากตะกอนเรงในระบบบําบัดน้ําเสียจากบานเรือน โดยใช
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อาหารเล้ียงเชือ้เหลว mineral medium ที่เติม 3 mM NaNO2 เปนแหลงพลังงาน เล้ียงเชื้อเปน

เวลา 6-8 สัปดาห จากน้ันถายเช้ือใสอาหารเหลวที่เติมแอมพิซลิิน เพื่อกาํจัดแบคทีเรียกลุม 

heterotroph เล้ียงเชื้อตอเปนระยะเวลาอีกประมาณ 6-9 เดือน จากนัน้จงึนาํมาเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเชื้อเหลวที่ไมเติมแอมพิซิลินอีกประมาณ 2-3 เดือน เพื่อคัดแยก Nitrospira-like bacterium 

ออกจากแบคทีเรียกลุมอ่ืนโดยวิธ ีPercoll density gradient centrifugation จากการทดลองพบวา

ตองใชระยะเวลาในการเพาะเล้ียงไมนอยกวา 1 ป จึงคัดแยกได Nitrospira-like bacterium ชนิด

ใหมคือ Candidatus Nitrospira defluvii จากงานวิจัยที่ผานมาพบวาแบคทีเรียที่ไมสามารถ

เพาะเล้ียงไดหลายชนิด มบีทบาทในการบําบัดน้ําเสียที่มีสารประกอบไนโตรเจนเปนองคประกอบ 

จากงานวิจยัทีผ่านมาสามารถนํามาประยกุตใชในงานวจิัยนี้ได เชน การดัดแปลงสูตรอาหารเล้ียง

เช้ือของ Carlucci และ Strickland (1968) มาใชในการเล้ียงเช้ือจากใยกรองของระบบบําบัดน้ํา

เสียจากการเพาะเลียงสัตวน้ํา หรือการนาํดีเอนเอแมแบบชนิด CTO189f และ CTO654r มาใชใน

การวิเคราะหชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ  ดังนัน้การศึกษาแบคทีเรียกลุม

นี้จึงมีความนาสนใจในการศึกษาการมีอยูและกิจกรรมของแบคทีเรียกลุมนี ้ ตลอดจนการ

เพาะเล้ียงและการลดระยะเวลาในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมนี้ตอไป 

 

2.4.3 การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงโดยวธิีทางชีววทิยาโมเลกุล 

การพัฒนาเทคนิคทางชีววทิยาโมเลกุล ทําใหสามารถศึกษาความหลากหลายของจุลิน 

ทรียไดถึงระดับยีน (gene) ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมเปนผลมาจากววิัฒนาการ หลักการ

ของการศึกษาความหลากหลายของจุลนิทรียในธรรมชาติคือการวิเคราะหความแตกตางของลําดับ

เบสในอารเอนเอ หรือดีเอนเอ และจัดแบงความหลากหลายของประชากรออกมาเปนกลุมตาม

ความแตกตาง หรืออาจเรียกวาเทคนิคการทําลายพมิพดีเอนเอ (DNA fingerprint) สามารถใช

เปรียบเทยีบองคประกอบประชาคมแบคทีเรียจากส่ิงแวดลอมตามธรรมชาติ รวมทัง้ติดตามการ

เปล่ียนแปลงจาํนวนของแบคทีเรียไดอีกดวย ซึง่เทคนิคทางโมเลกุลนีท้ําใหงานวิจัยใหม ๆ คนพบ

แบคทีเรียไดเพิ่มข้ึนหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดหลากหลายกลุม ข้ึนอยู

กับแหลงที่มาในการเก็บตัวอยางวิเคราะห ตัวอยางการทดลองเชน Itoi และคณะ (2006) ได

ทําการศึกษาประชาคมแบคทีเรียจากระบบบําบัดน้าํ ในการเพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมุนเวียนน้าํ 

โดยใชเทคนิคทางโมเลกุลในการสกัดดีเอนเอ และเพิม่จํานวนดีเอนเอโดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ

เรส แลววิเคราะหลําดับเบสของแตละตัวอยางดีเอนเอ ผลการทดลองพบวาพบแบคทีเรียในกลุม

ของ Nitrosomonas ซึ่งเปนกลุมของไนทริฟายอิงแบคทีเรียหลายชนิดจากไบโอฟลมของตัวกรอง

ชีวภาพ    และยังพบแบคทเีรียในกลุมอ่ืน ๆ รวมทั้งแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดอีกดวย  
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ไพรเมอร (primer) คือ ดีเอ็นเอเสนเด่ียวเสนส้ัน ๆ จาํนวนต้ังแต 10-20 เบสตอกัน ใชเปน

ตัวเร่ิมตนในการสรางสายดีเอ็นในปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ในการศึกษาแบคทีเรียโดยทัว่ไปนยิม

การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ซึ่งเปนบริเวณอนุรักษของแบคทีเรีย หลังจากนั้นนาํ

ผลิตภัณฑที่ไดมาตรวจสอบและระบุความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียดวยวิธี DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ซึ่งเทคนิค DGGE นีเ้ปนเทคนิคที่ใชแยกดีเอ็นเอ

สายคูซึ่งมีความยาวเทากนัแตมีลําดับเบสตางกนัโดยใชเกรเดียนท (gradient) ของความเขมขน

ของสารเคมี เชน ยูเรียและฟอรมาไมด เพื่อทาํลายพันธะไฮโดรเจนระหวางดีเอ็นเอสายคู ความ

แตกตางของลําดับเบสสงผลใหการสลายพนัธะไฮโดรเจนเกิดข้ึนไมพรอมกัน ในขณะที่ดีเอ็นเอ

เคลื่อนที่อยูภายในเจล ทําใหแยกแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากนั แตลําดับเบสตางกนัออกจากกนัได 

โดยเมื่อดีเอ็นเอสายคูถูกทําลายพนัธะไปบางสวนจะหยุดการเคล่ือนที่เนื่องจาก GC clamp ซึ่งเปน

สวนที่มีเบส GC อยูมาก เมื่อสายดีเอ็นเอหยุดเคล่ือนที่จึงเหน็เปนแถบดีเอ็นเออยูภายในเจล โดย

ความหลากหลายของจุลินทรียสามารถสังเกตไดจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน (Myer         

และคณะ, 1985) ดังนัน้ในงานวิจัยนี้จึงไดนําเทคนิคนี้รวมกับการใชดีเอนเอแมแบบที่เหมาะสม มา

ตรวจสอบแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได เพื่อยนืยนัวาแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดนี้เปนแบคทีเรียกลุมไนทริ

ฟายอิงจริง ซึง่สามารถพบไดทั้งในตัวอยางใยกรองจากระบบจริง และจากไบโอฟลมจากแบคทีเรีย

ที่เพาะเล้ียงไดในอาหารเล้ียงเช้ือ 

 

2.4.4 แบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (Uncultured bacteria) ในระบบบําบัดน้าํเสีย 

ในการศึกษาถึงแบคทีเรียในธรรมชาติที่ผานมาประมาณไดวา ยงัมีแบคทีเรียทีอ่ยูใน

ส่ิงแวดลอมที่ไมมีการศึกษาและไมสามารถเล้ียงเช้ือโดยวิธีปกติไดมากกวา 99 เปอรเซ็นต 

(Hugenholtz และคณะ, 1998) ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้อาจมีความสําคัญตอการยอยสลายสารพิษใน

น้ําได จากงานวิจยัของ สุธาสิน ีอวมจันทร (2546) ใชวิธีการศึกษากลุมประชากรแบคทีเรียโดยวธิี 

DGGE  พบแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (uncultured) และไมสามารถจําแนกได 

(unidentified) ในน้าํทะเลเร่ิมตนกอนเขาสูถังปฏิกรณไนตริฟเคชั่น และยังสามารถพบไดจากไบโอ

บอล (bioball) ซึ่งเปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดจับในถังปฏิกรณไนตริฟเคชั่น แสดงวาแบคทีเรีย

กลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได ที่พบตลอดการทดลองนี้ นาจะมีบทบาทในปฏิกริิยาไนตริฟเคช่ัน 

คืออาจมีความสามารถในการยอยสลายแอมโมเนยีและไนไตรตในน้ําเสียได  

ดังนัน้ในการศึกษานี้จึงไดนําเทคนิคทางดานชีววิทยาโมเลกุลมาใชในการศึกษา เพิม่เติม

จากวธิีการเล้ียงเชื้อโดยทัว่ไป จากตารางที่ 2.4 การศึกษาแบคทีเรียในระบบบําบัดน้ําเสีย พบวามี

การคนพบแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดอยางตอเนื่อง จากตารางที่ 2.4 การศึกษา

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงนยิมใชดีเอนเอแมแบบที่มีความจําเพาะตอแบคทีเรียกลุมนี้ เนื่องจาก



 
23 

ในอดีตการใชดีเอนเอแมแบบชนิด 16s rDNA จะทําใหไดแถบโครงสรางประชาคมแบคทีเรียชนดิ

อ่ืนบนมาดวย และแถบโครงสรางของแบคทีเรียบางชนดิมีขนาดใกลเคียงกนั ทําใหไมสามารถแยก

ความแตกตางของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงกับแบคทเีรียอ่ืน ๆ ดวยวิธี PCR-DGGE ได 

(Nicolaisen และ Ramsing, 2002) ดังนัน้จงึมีการพัฒนาดีเอนเอแมแบบใหมีความจาํเพาะ

เจาะจงกับแบคทีเรียกลุมนีม้ากข้ึน เพือ่ความสะดวกในการศึกษา และจากการพัฒนาดีเอนเอ

แมแบบนี้ ทาํใหสามารถคนพบแบคทเีรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดที่อยูในกลุมของแบคทีเรีย

กลุมไนทริฟายอิงเพิ่มมากข้ึน ดังนัน้งานวิจัยในคร้ังนี้จงึไดมีการนาํดีเอนเอแมแบบที่มี

ความจาํเพาะเจาะจงกับแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง มาใชในการศึกษานอกจากจะเปนการยนืยัน

ถึงแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือเปนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงแลว และยังสามารถ

บอกไดวาแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดทีพ่บนั้น มีบทบาทในการยอยสลายแอมโมเนีย

ในน้าํเสียไดจริง 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางงานวจิัยที่ศึกษากลุมแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในในระบบบําบัดน้าํเสีย 

แบคทีเรียทีพ่บ แหลงที่มา วิธีการที่ใชใน
การศึกษา 

ไพรเมอร/probe เปาหมาย สารทีย่อย
สลาย 

อางอิง 

Uncultured 

Nitrospira-like bacterium 

Activated sludge จาก

ระบบบําบัดน้าํเสียจาก

บานเรือน 

พัฒนาเทคนิคการ

เพาะเลี้ยงเชื้อ และ 

FISH 

S-G-Ntspa-0662-a- 

A-18  

S-*-Ntspa-0712-a-A-21 

targeting the  

S-G-Nbac-1035-a-A-18  

EUB probe mix  

genus Nitrospira  

 

phylum Nitrospira  

 

genus Nitrobacter  

most known 

Bacteria 

ไนไตรต Spieck และ

คณะ (2006) 

Nitrospira-like bacterium Gravel จากระบบ

บําบัดน้าํเสียจากการ

เพาะเลี้ยงสัตวน้าํ 

DGGE pattern 

Hybridization probe 

358f และ 519r 

S-G-Ntspa-0685-a-A-22 

 

 

S-*-Ntspa-0454-a-A-19 

Eubacteria 

N. moscoviensis, 

N. marina, 

และ 710-9 clone 

N. moscoviensis 

710-9 clone 

ไนไตรต Hovanec 

และคณะ 

(1998) 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางงานวจิัยที่ศึกษากลุมแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในในระบบบําบัดน้าํเสีย (ตอ) 

แบคทีเรียทีพ่บ แหลงที่มา วิธีการที่ใชใน
การศึกษา 

ดีเอนเอแมแบบ/probe เปาหมาย สารทีย่อย
สลาย 

อางอิง 

Uncultured b-

proteobacteria  

Uncultured bacterial 

clone P2D7 

Uncultured bacterial 

clone SL24 

Uncultured sludge 

bacterium A4b 

Activated sludge 

จากระบบบําบัดน้ํา

เสียจากบานเรือน 

DGGE pattern P2 และ P3 V3 region ของ 16S 

rDNA ของแบคทีเรีย 

แอมโมเนยี Tanaka และ

คณะ (2003) 

Uncultured Nitrosomonas 

sp. clone 61-1 

Uncultured Nitrosomonas 

sp. clone 88-1 

Uncultured Nitrosomonas 

sp. clone 88-2 

Membrane-aerated 

biofilm reactor 

DGGE pattern CTO189fAB, CTO189fC 

และ CTO654r 

β-subdivision ของ

AOB 

แอมโมเนยี Gong และ

คณะ (2007) 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางงานวจิัยที่ศึกษากลุมแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในในระบบบําบัดน้าํเสีย (ตอ) 

แบคทีเรียทีพ่บ แหลงที่มา วิธีการที่ใชใน
การศึกษา 

ดีเอนเอแมแบบ/probe เปาหมาย สารทีย่อย
สลาย 

อางอิง 

Uncultured bacterium polyethylene beads 

จาก moving bed 

bioreactors 

DGGE pattern 1055f และ 1392r-GC Universal 

bacterial 16S 

rRNA 

แอมโมเนยี Tal และคณะ 

(2003) 

Nitrospira-like bacteria Activated sludge 

จากระบบบําบัดน้ํา

เสียจากโรงงาน

อุตสาหกรรม 

FISH NIT3 

 

S-*-Ntspa-1026-a-A-18  

Nitrobacter 

species 

N. moscoviensis 

ไนไตรต Juretschko 

และคณะ 

(1998) 

Uncultured Nitrosomonas 

sp. Clone 26Ft 

Wastewater 

treatment reactor 

DGGE pattern CTO189fAB, CTO189fC 

และ CTO654r 

β-subdivision ของ

AOB 

แอมโมเนยี Hallin และ

คณะ (2005) 

  

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมภีัณฑ และวธิีดําเนินงานวิจัย 
 
อุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 

 

1. เคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สงู (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 บริษัท Decan 

Ultrasonics, England 

2. เคร่ืองชั่ง รุน P2002-S และ AG285 บริษทั Mettler Toledo, Switzerland 

3. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

4. เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920  บริษทั 

Kubota, Japan 

5. เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน MIKRO20 บริษัท          

Hettich, Germany 

6. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad,USA 

7. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 

8. เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A บริษทั Shimadzu, Japan 

9. เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 บริษัท Corning, USA 

10. ตูเข่ียเช้ือแบบ ISSCO laminar flow รุน HT-122.5 บริษัท International Scientific 

supply, Japan 

11. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –70๐ซ รุน ULT1786 บริษัท Forma 

Scientific, USA 

12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –20๐ซ รุน MDF-U332 บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 

13. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

14. ตูอบแหง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

15. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร      

บริษัท Gilson, France 

16. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, 

Japan 
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17. ชุดเคร่ืองเจลอิเล็กโทรฟอเรซิส mini Gel migration trough รุน i-mupid บริษัท COSMO 

BIO, Japan 

18. หัวกรองสําเร็จรูป ขนาดความกวางรู 0.20 ไมโครเมตร บริษัท Corning Incorporated, 

Germany 

 

 
เคมีภัณฑ 
 

1. โคบอลคลอไรด (CoCl2.6H2O) บริษัท Merck, Germany 

2. คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) บริษัท Merck, Germany 

3. ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) บริษัท Fluka, Germany 

4. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O) บริษัท Merck, Germany 

5. โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) บริษัท Sigma, USA 

6. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

7. โซเดียมไนไตรต (NaNO2) บริษัท Fluka, Germany 

8. โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) บริษัท Merck, Germany 

9. โซเดียมซิเตรต (Na3C6H5O7.2H2O) บริษัท Merck, Germany 

10. ซัลฟานิลาไมด (Sulphanilamide) บริษัท Sigma, USA 

11. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท Carlo ERBA, France 

12. แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท Merck, Germany 

13. โปแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

14. แคลเซียมไนเตรต (Ca(NO3)2) บริษัท Merck, Germany 

15. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck, Germany 

16. เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O) บริษัท Merck, Germany 

17. แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) บริษัท Merck, Germany 

18. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 

19. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

20. แบคโตอะการ (bacto agar) บริษัท Merck, USA. 

21. กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research organics, Inc., USA 

22. โซเดียมไนโตรพรัสไซด (Na2Fe(CN)5NO.2H2O) บริษัท Sigma, USA 
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23. N-(1-napthyl) ethylenediamine dihydrochloride (NNED: C12H14N2.2HCI) บริษัท 

Fluka, Germany 

24. เมทธานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

25. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) บริษัท Merck, Germany 

26. ฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (Phenol-chloroform-isoamyl alcohol 

(25:24:1)) บริษัท USB, USA 

27. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

28. อะซิโตน (acetone) บริษัท Merck, Germany  

29. Triton X-100 บริษัท Sigma, USA 

30. อะกาโรสเจล (Agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 

31. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

32. ฟนอล (Phenol) บริษัท Merck, Germany 

33. สีบรอมฟนอลบลู (Bromphenolblue) บริษัท Fluka, Germany 

34. 100 base pair DNA ladder บริษัท New England Biolabs, USA 

35. 1 kb DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK และ บริษัท Fermentas, USA 

36. สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) บริษัท Nacalal tesque, Japan 

37. เรสทริกชันเอนไซม EcoRI บริษัท Promega, USA 

38. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) บริษัท Sigma, USA 

39. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na22H2O) บริษัท Sigma, 

USA 

40. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalal tesque, Japan 

41. Ribonuclease A (RNase A) บริษัท Promega, USA 

42. Proteinase K บริษัท US. Biological, USA 

43. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC., 

Canada 

44. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC., Canada 

45. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalai 

tesque, Japan 

46. Taq PCR mastermix บริษทั Qiagen, Germany 

47. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit บริษัท Qiagen, Germany 

48. ชุด PCR purification kit QIAquick PCR Purification Kit บริษัท Qiagen, Germany 
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49. ชุด PCR Cloning Kit pGEM-T Easy Vector System II บริษัท Promega, USA 

50. ชุดสกัดอารเอ็นเอ RNeasy Mini Kit บริษัท Qiagen, Germany 

51. ชุด RNAprotect Bacteria Reagent บริษัท Qiagen, Germany 

52. ชุด One step RT-PCR Kit บริษัท Qiagen, Germany 

53. ตัวกลางพลาสติกรุน BCN-009 บริษทั 2h-kunststoff, Germany 

54. สารเคมีที่ใชในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-RAD Laboratories Inc., USA 

ฟอรมาไมด (Formamide (Deionized)) 

สารละลาย 40% อะคริลาไมด/บิส (40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1) 

ยูเรีย (Urea) 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต  (Ammonium persulfate) 

เทมเมด (TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine)) 

50xTAE 

Dye solution 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide solution) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
3.1 อาหารเลีย้งเชื้อและการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 
 3.1.1 การเก็บตัวอยางน้าํและใยกรองและการเตรียมตัวอยาง 

 เก็บตัวอยางน้าํและใยกรองจากบอบําบัดน้ําเสียแบบไนตริฟเคชัน ของบอเล้ียงกุงแบบ

หมุนเวียนน้ํา จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ภาควชิาวทิยาศาสตร

ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะ

เศวต (2550) ไดทําการทดลองเล้ียงกุงในระบบหมนุเวยีนน้ําแหงนี้ และพบวาสามารถบําบัด

แอมโมเนยีและไนไตรตใหอยูในระดับตํ่าและไมเปนอันตรายตอกุงไดตลอดการเพาะเล้ียง โดยตัว

กรองที่เก็บไดนําไปตัดเปนชิน้เล็ก ๆ เพื่อใหตะกอนที่เกาะอยูสามารถหลุดออกจากใยกรองไดดีข้ึน 

ใสชิ้นของใยกรอง 20 กรัม ในขวดรูปชมพูที่มนี้าํทะเลปราศจากเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร น้าํ

ทะเลที่ใชมาจากน้าํทะเลที่เตรียมสําหรับการเพาะเล้ียงกุงจากจากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดาน

เทคโนโลยีชวีภาพทางทะเล เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที และเขยา

ดวยเคร่ืองกาํเนิดเสียงความถี่สูง เปนเวลา 10 นาท ี

 

3.1.2 อาหารแข็งชนิดตาง ๆ 

อาหารแข็งสําหรับใชเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ประกอบดวยอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง

สําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย และสําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 

(ภาคผนวก ก) จาก Carlucci และ Strickland (1968) นําตัวอยางที่เตรียมจากขอ 3.1.1 มาเจือ

จางในหลอดทดลอง โดยปเปตน้ําตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสหลอดทดลองที่มีน้าํทะเล

ปราศจากเชื้อปริมาตร 9 มลิลิลิตร เปนระดับความเจือจางที่ 10 เทา (10-1) จากนัน้ปเปตตัวอยางที่

ความมีความเขมขนที่เจือจาง 10 เทา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีน้าํทะเลปราศจาก

เช้ือปริมาตร 9 มิลลิลิตร เปนระดับความเจือจางที่ 100 เทา (10-2) ทําเชนนี้จนไดระดับความเจือ

จาง 100,000 เทา (10-5) ปเปตตัวอยางทกุความเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยง

เช้ือแข็งทั้งสองชนิด เกล่ียตัวอยางใหทั่วจานเพาะเช้ือ บมเชื้อในที่มดืที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 

สัปดาห 

 

3.1.3 อาหารเหลวชนิดตาง ๆ 

อาหารเหลวสําหรับเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ดัดแปลงสวนประกอบของ

อาหารเหลวดังตารางที ่3.1 จากการทดลองของ Shan และ Obbard (2001) ไดเติมอาหารเล้ียงกุง 

เพื่อเลียนแบบสภาวะจริงในบอบําบัดน้าํเสียจากการเพาะเล้ียงกุง ที่จะมีเศษอาหารกุงจากบอ

เพาะเล้ียงละลายปนอยูในน้ําเสียดวย นอกจากนี้อาหารกุงยงัเปนแหลงเพิม่แรธาตุและวิตามิน
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ใหแกแบคทีเรียไดดวย เตรียมอาหารแตละชนิดปริมาตร 90 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 

มิลลิลิตร และใสตัวกลาง BCN 009 ขวดละ 20 ชิ้น เพื่อเพิม่พืน้ทีย่ึดเกาะของแบคทีเรีย ปเปต

ตัวอยางจากขอ 3.1.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสขวดอาหารเล้ียงเช้ือ เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบ

ตอนาท ี ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน หลังจากนั้นนําตัวกลางมาเขยาดวยเคร่ืองกําเนิดเสียง

ความถี่สงู เปนเวลา 10 นาที เพื่อเก็บตะกอนมาสกัดดีเอ็นเอตอไป 

 

ตารางที่ 3.1 อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวเบ้ืองตน 

ชนิดของอาหาร สวนประกอบที่เติมในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 

อาหาร

กุง (mg) 

NaHCO3 

(mg) 

(NH4)2SO4 

(mg) 

K2HPO4 

(mg) 

Chelated[1] 

(ml) 

น้ําทะเล[2] 

(ml) 

1. ไมใสอาหารกุง - 300 200 50 1 1,000 

2. อาหารกุง 200 ppm 200 300 200 50 1 1,000 

3. NaHCO3 100 ppm 80 100 200 50 1 1,000 

4. NaHCO3 500 ppm 80 500 200 50 1 1,000 

5. (NH4)2SO4 50 ppm 80 300 50 50 1 1,000 

6. (NH4)2SO4 100 

ppm 
80 300 100 50 1 1,000 

7. (NH4)2SO4 200 

ppm 
80 300 200 50 1 1,000 

หมายเหตุ: [1] สวนประกอบของ Chelated metals solution แสดงดังภาคผนวก ก 

[2] น้ําทะเลที่ใชมาจากน้ําทะเลสําหรับการเพาะเลี้ยงกุง ความเค็มประมาณ 30 psu จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดาน 

     เทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
3.2 การเพาะเลี้ยงและตรวจสอบไนทรฟิายอิงแบคทีเรียจากอาหารเหลวที่คัดเลือกได 
 3.2.1 การเพาะเล้ียงหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 

 หลังจากทดสอบอาหารเหลวเบ้ืองตนชนิดตาง ๆ คัดเลือกอาหารเล้ียงเชือ้เหลวที่มี

ประสิทธิภาพดีที่สุดสําหรับเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ

การคัดแยกและเพิ่มจํานวนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง โดยนาํตัวอยางจากขอ 3.1.1 ปเปตลงใน

อาหารเล้ียงเชือ้ที่คัดเลือกไดจากผลการทดลองขอ 4.1.3 (ภาคผนวก ก) วิธีการเชนเดียวกับขอ 

3.1.3 เติมแอมโมเนยีลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหมีความเขมขนของ

แอมโมเนยีสุดทาย 100 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 1 เดือน เก็บตัวอยางอาหารเหลวขวดละ 5 มิลลิลิตร เพือ่ทดสอบการเปล่ียนแปลงของ
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ปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ทกุ 7 วนั เมื่อครบ 1 เดือน เปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทกุ

เดือน โดยถายตัวกลาง BCN 009 ที่มหีัวเชื้อเกาะ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อขวดใหม ทีม่ีอาหารเล้ียง

เช้ือปริมาตรและความเขมขนของแอมโมเนียสุดทายเทาเดิม ข้ันตอนนี้ใชเวลาเพาะเล้ียงหวัเชื้อ

ทั้งหมด 3 เดือน 

 

 3.2.2 การทดสอบประสิทธภิาพของหัวเชือ้แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได 

 เมื่อเพาะเล้ียงหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงผานไปเปนเวลา 3 เดือน ถายตัวกลาง 

BCN 009 ทีม่ีหัวเชื้อแบคทีเรียเกาะอยู ลงในอาหารเล้ียงเชื้อขวดใหมทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อปริมาตร 

100 มิลลิลิตร จํานวนขวดละ 20 ชิ้น เติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2, 5 และ 10 

มิลลิกรัมตอลิตร จาก stock แอมโมเนียความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาคผนวก ก) ทําการ

ทดลองความเขมขนละ 3 ซ้าํ เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24 

ชั่วโมง เปล่ียนอาหารเล้ียงเชือ้ทุกวนั โดยเมื่อครบ 24 ชัว่โมง ถายตัวกลาง BCN 009 ลงในอาหาร

เล้ียงเชื้อขวดใหม ที่มปีริมาณของอาหารและความเขมขนของแอมโมเนียสุดทายเทาเดิม แลว

นําไปเขยา เก็บสวนที่เปนของเหลวมาวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ทุกวัน 

หลังจาก 10 วัน แยกตัวกลางทั้งหมดมาเล้ียงรวมกนัในอาหารเล้ียงเช้ือขวดใหม ที่มีความเขมขน

ของแอมโมเนยีสุดทายเทากบั 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 วัน เพื่อปรับสภาวะของส่ิงแวดลอม

ใหเหมือนกนั กอนนําหัวเชื้อบางสวนไปจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยวธิีทางชีววทิยาโมเลกุล

และนําหัวเชื้อบนตัวกลางอีกสวนไปทดสอบประสิทธิภาพในน้าํเสียสังเคราะหและน้ําเสียจริง สวน

ตัวกลางที่เหลือเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวตอไป 

 

 3.2.3 การวิเคราะหตัวกลางที่เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนชนดิสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) 

 นําตัวกลาง BCN 009 ที่เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือจากขอ 3.2.1 และตัวกลางทีไ่มได

ผานการเล้ียงเชื้อ (ชุดควบคุม) มาตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียบนตัวกลางดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด ที่ศูนยเคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ

มหาวิทยาลัย 
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3.3 การจัดจาํแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีเพาะเลี้ยงไดและแบคทีเรียจากใยกรองดวยวธิีทาง
ชีววทิยาโมเลกุล 

3.3.1 การสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอ     

 สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดในไบโอฟลมที่เกาะอยูกับตัวกลาง BCN 009 

และไบโอฟลมจากใยกรองในระบบบําบัดน้ําเสียจากระบบหมนุเวยีนน้ําแบบปด ดวยวธิีที่ดัดแปลง

จาก Tsai และ Olson (1991) โดยนาํตะกอนจากใยกรองขอ 3.1.1 และตะกอนจากตัวกลางใน

อาหารเล้ียงเชือ้เหลว จากขอ 3.1.3 และ 3.2.2 ไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้าํใสทิ้งจนเกือบหมด เทสารละลายตะกอนแบคทีเรียที่เหลือใสในหลอด

ไมโครฟวจ ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 นาท ีเทสวน

น้ําใสทิ้งจนหมด เติมบัฟเฟอรสําหรับสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction buffer) ปริมาตร 900 

ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมใหเขากนัดวยเคร่ือง vortex mixer จนเปนเนื้อเดียวกนั เติมเอนไซม

Proteinase K 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นาํไป

บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม 20% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร บมที ่ 65 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ทกุ 20 นาที เพื่อไมใหเซลล

แบคทีเรียตกตะกอน เมื่อครบ 2 ชั่วโมง นาํไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 

นาที แลวนาํมาละลายที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีทําการแชเยือกเข็งและละลาย 

ซ้ําอีก 2 คร้ัง หลังจากนั้น นาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาท ี จากนัน้เก็บสวนน้ําใสใสหลอดไมโครฟวจใหม เติม Phenol-chloroform-

isoamyl alcohol เพื่อตกตะกอนโปรตีน ปริมาตรเทากับปริมาตรของสวนน้าํใส ผสมใหเขากนั

อยางชาๆ นาน 1-2 นาท ีนาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส นาน 10 นาท ี เก็บสวนน้าํใส ใสหลอดไมโครฟวจใหม ทาํซ้ําอีกคร้ัง หรือจนกวาจะไมมี

ตะกอนโปรตีน เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.8 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส ผสมใหเขากันโดยการ

พลิกกลับหลอดข้ึนลงอยางชาๆ และทิ้งไวประมาณ 1 ชัว่โมง ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบ

ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีเทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอ

ดวย 70% เอธานอล (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบ

ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง ระเหยเอธานอลออก

จากดีเอ็นเอใหแหง โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที ละลายตะกอนดีเอ็นเอ

ดวยบัฟเฟอร TE ที่ผสมกับเอนไซม RNase A ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข)  บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง เก็บสารละลายดีเอ็นเอที ่-20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ

นํามาใช    
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 3.3.2 การตรวจสอบความสมบูรณของดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวิธี Gel Electrophoresis 

 เตรียมวุนความเขมขน 1% โดยช่ังผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร  

TAE (ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-3 นาท ี ทิง้ให

สารละลายเย็นลง จนเหลืออุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส เทลงในถาดที่มีหวีเสียบอยู 

ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาท ีวางแผนวุนลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 

เทา ใหทวมแผนวุน ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร กับสีติดตาม (6X loading dye) 1 

ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) บนแผนพาราฟลม หยอดลงในหลุมบนแผนวุน โดยหลุมแรกใหหยอด

ดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kb DNA marker) จากนั้นเปดสวิตซใหกระแสไฟฟาไหลผาน

แผนวุนและบฟัเฟอร  TAE โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาท ี ยอมดีเอ็นเอดวย

สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ข ) นาน 15 นาท ีนาํไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต (UV) ดวยเคร่ืองตรวจสอบเจล 

(Gel Documentation system, Bio-RAD) 

 

 3.3.3 การแยกดีเอ็นเอใหบริสุทธิ ์

 เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 0.9% โดยช่ังอะกาโรสผงหนัก 0.9 กรัมละลายใน 

บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 1 เทา ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-

3 นาที เทลงในถาดที่มหีวีเสียบอยู ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาที วางแผนอะกาโรสเจลลง

ในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ใหทวมแผนอะกาโรสเจลประมาณ 2-3 

มิลลิเมตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอทัง้หมดกับสีติดตาม หยอดลงในหลุมบนแผนวุน และหยอด 1 

kb DNA marker จากนัน้เปดสวิตซใหกระแสไฟฟาไหลผานแผนอะกาโรสเจล ใชความตางศักย 

100 โวลต นาน 30 นาที ยอมดีเอ็นเอทีส่กัดไดดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาท ี นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวยเคร่ืองตรวจสอบ

เจล จากนัน้ตัดชิ้นอะกาโรสเจลเฉพาะสวนที่มีดีเอ็นเอ ทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุไวในคูมือ    

 

 3.3.4 การเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) 

  3.3.4.1 วิเคราะหความบริสทุธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

  นําสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 3.1.3 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคา
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นอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

และคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ  

 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 

 

   

3.3.4.2 เพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียทั่วไป 

  ใชไพรเมอร (primer) 338F+GC (5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCG 

GGCGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งม ี GC clamp 

เช่ือมตอบริเวณปลาย 5’ และไพรเมอร (primer) 518R (5’-ATTACCGCGGCTGG-3’) (Muyzer 

และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region ซึ่งไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีความยาว

ประมาณ 200 คูเบส โดยที่ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา เปนดังนี ้

  สารละลาย Tag PCR Master Mix kit (Qiagen, Germany) 15 ไมโครลิตร น้ํา

ปลอดประจุปลอดเช้ือ 10 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร (primer) 338F+GC  2 ไมโครลิตร 

สารละลายไพรเมอร (primer) 518R 2 ไมโครลิตร ความเขมขนสุดทายของสารละลายไพรเมอร

ของแตละชนดิเปน 20 ไมโครโมล สารละลายดีเอ็นเอความเขมขน 100 นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร 

รวมสวนผสมทั้งหมดในหลอด PCR จะมปีริมาตรสุทธ ิ30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ระวังอยาใหมี

ฟองอากาศ จากนัน้ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA 

Thermal Cycler) (Biorad, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้

 

1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี

 2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

  2.1 Denaturation step  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

  2.2 Annealing step  อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

    (ลดอุณหภูมิลดลงทีละ 0.5 องศาเซลเซยีส ในแตละรอบ) 

  2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 2 นาท ี

 3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

 4. Annealing step    อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

 5. Extension step   อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 2 นาท ี

            6. ทาํข้ันตอนที ่3-5 จํานวน 30 รอบ 

7. Final extension    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ี
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3.3.4.3 เพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียกลุม 

ออกซิไดซแอมโมเนยี 

  ไพรเมอร (primer) ที่ใชคือ CTO189f+GC (5’- CGCCGCGCGGCGGG 

CGGGGCGGGGGCGGAGAA AAGCAGGGGATCG-3’) และ CTO654r (5’-CTAGCCTTGT 

AGTTTCAAACGC-3’) (Kowalchuk และคณะ, 1997) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 

Proteobacteria β-subgroup ของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมี

ความยาวประมาณ 465 คูเบส ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา แสดงดังขอ 

3.3.4.2 โปรแกรมสําหรับสรางปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอมีดังนี ้

 

 1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 93 องศาเซลเซยีส นาน 60 นาท ี

 2. Denaturation step   อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซยีส นาน 30 วินาท ี

 3. Annealing step   อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซยีส นาน 60 วินาท ี

 4. Extension step   อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซยีส นาน 45 วินาท ี

      (เพิ่มเวลา 1 วนิาที ตอรอบ) 

            5. ทาํข้ันตอนที ่2-4 จํานวน 35 รอบ 

6. Final extension    อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี

 

  ตรวจสอบผลิตภัณฑลูกโซโพลีเมอรเรสที่เกิดข้ึนดวยวิธี Gel Electrophoresis ใช

เจลความเขมขน 2% โดยช่ังผงวุนหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 

1 เทา ทาํตามวิธีในขอ 3.3.2 แตเปรียบเทียบขนาดผลิตภัณฑ PCR กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู

เบส (100 bp DNA ladder) 

 

3.3.5 การสกดัอารเอ็นเอ 

สกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดดวยชุดสกัดอารเอ็นเอ RNeasy Mini 

kit (บริษัท Qiagen, Germany) โดยในข้ันแรกทาํการปกปองเซลลจากวิธกีารเก็บเช้ือ เชน การปน

เหวีย่งที่ความเร็วสูง เนื่องจากอารเอ็นเอเปนสารที่ถูกยอยสลายไดงาย มีคร่ึงชวีิตส้ัน และมีการ

เปล่ียนสภาพเมื่อเซลลถูกกระตุนดวยสภาวะภายนอกที่เปล่ียนแปลง จึงตองมกีารปกปองเซลลให

คงสภาพเดิมเหมือนในสิ่งแวดลอมดวยชุด RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen, Germany) 

โดยเติม RNAprotect Bacteria Reagent 1,000 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ตามดวยตะกอนแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือที่ผานการเขยา

ดวยเคร่ืองกาํเนิดเสียงความถี่สูง เปนเวลา 10 นาที ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาทนัทีนาน 5 
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วินาท ี และต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที จากน้ันนาํไปปนเหวี่ยงที่ 5,000 รอบตอนาที 

นาน 10 นาท ี เทสวนใสทิง้ ตะกอนเซลลทีไ่ดสามารถเกบ็ไดนาน 2 สัปดาห ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 นําตะกอนเซลลที่ไดเติมบัฟเฟอร TE ที่ผสมกับ Lysozyme 15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมดวยเคร่ือง vortex mixer 10 วินาที บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 

นาที ระหวางที่บมเขยาหลอดนาน 10 วนิาที ทุก 2 นาที เมื่อครบ 10 นาท ีเติมสารละลายบัฟเฟอร 

RLT ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากนั 5-10 วนิาที จากนั้นดูดสารละลายทัง้หมดใส

หลอดไมโครฟวจฝาเกลียวขนาด 2 มิลลิลิตร ที่เติม glass bead ขนาดเสนผานศูนยกลาง 150-

600 ไมโครเมตร ปริมาณ 50 มิลลิกรัม นาํหลอดไมโครฟวจฝาเกลยีวที่เตรียมเสร็จเขยาดวยเคร่ือง 

Bead beater ที่ความเร็วสูงสุดเปนเวลา 5 นาที เพื่อใหเซลลแตก จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 

รอบตอนาที นาน 10 วินาที ดูดสวนใสทั้งหมดใสหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

absolute ethanol ปริมาตร 470 ไมโครลติร เขยาเบา ๆ ดูดของเหลว (lysate) ใส RNeasy Mini 

spin column ในหลอดเก็บตัวอยางขนาด 2 มิลลิลิตร ปดฝาและปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที 

นาน 15 วินาที เทสวนน้ําทิ้ง ปนเหวีย่งจนของเหลว (lysate) หมด เติมบัฟเฟอร RW1 ลงใน 

RNeasy Mini spin column ปดฝาและปนเหวีย่งที ่ 10,000 รอบตอนาท ี นาน 15 วินาที ถาย 

column ลงในหลอดเกบ็ตัวอยางขนาด 2 มิลลิลิตร หลอดใหม เติมบัฟเฟอร RPE ลงใน column 

ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปดฝาและปนเหวีย่งที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 15 วินาที เติมบัฟเฟอร 

RPE ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปดฝาและปนเหวีย่งที ่ 10,000 รอบตอนาที นาน 2 นาท ี ถาย 

RNeasy Mini spin column ใสหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม น้าํปราศจากเอนไซม 

RNase ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ปดฝาและปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ี เกบ็

สารละลายอารเอ็นเอที ่-20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

 

3.3.6 การเพิ่มจํานวนชิน้สวนอารเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase 

Chain Reaction, PCR) 

  3.3.6.1 วิเคราะหความบริสทุธิ์และความเขมขนของอารเอ็นเอ 

  นําอารเอ็นเอที่สกัดไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นา

โนเมตร (A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคานอยกวา 2.0 แสดง

วามีดีเอ็นเอปนเปอนสงู และคํานวณหาความเขมขนของอารเอ็นเอจากสมการ 

 

ความเขมขนของอารเอ็นเอ = คาการดูดกลืนแสงที่ 260 nm x 40 x dilution factor 
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  3.3.6.2 เพิ่มจํานวนช้ินสวนอารเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียกลุม

ออกซิไดซแอมโมเนยี 

  การเพิม่จํานวนชิ้นสวนอารเอ็นเอใชชุด OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, 

Germany) ในชุดนี้มีสารละลาย RT-PCR Enzyme Mix ซึ่งประกอบดวยเอนไซม Reverse 

Transcriptases ทีท่ําหนาที่เปล่ียนอารเอ็นเอไปเปนซดีีเอ็นเอ (cDNA) และเอนไซม DNA 

Polymerase สําหรับสรางสายดีเอ็นเอ ทาํใหสามารถสรางสายซีดีเอ็นเอและเกิดปฏิกิริยาลูกโซโพ

ลีเมอรเรสไปพรอมกันในข้ันตอนเดียวได ไพรเมอร (primer) ที่ใชคือ CTO189f+GC และ 

CTO654r (Kowalchuk และคณะ, 1997) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA β-subgroup 

Proteobacteria ของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมีความยาว

ประมาณ 465 คูเบส ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาแสดงในคูมือ OneStep 

RT-PCR Kit ดังนี้  

5x Qiagen OneStep RT- PCR buffer 10 ไมโครลิตร dNTP Mix 2 ไมโครลิตร  

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 2 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร (primer) 

CTO189f+GC 2 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร CTO654r 2 ไมโครลิตร ความเขมขนสุดทาย

ของสารละลายไพรเมอร (primer) ของแตละชนิดเปน 20 ไมโครโมล สารละลายดีเอ็นเอความ

เขมขน 100 นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร เติมน้ําปราศจากเอนไซม RNase ใหมีปริมาตรสุดทายคือ 50 

ไมโครลิตร โปรแกรมสําหรับสรางปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมีดังนี ้

 1. Reverse transcription  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ี

 2. Initial PCR activation step  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี

 3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 60 วินาท ี

 4. Annealing step   อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซยีส นาน 60 วินาท ี

 5. Extension step   อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 60 วินาที 

6. ทาํข้ันตอนที่ 2-4 จํานวน 35 รอบ 

6. Final extension    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ี

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวยวิธ ีGel Electrophoresis ตามขอ 3.3.4.2 

  

3.3.7 การวิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  

 ใชอุปกรณของ DCode™ system (Biorad, USA) ในการวิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอ

ลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 30-70% จากสารละลาย 

denaturant 0% และ 100% (ภาคผนวก ข) ซึง่ทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใช

ระบบจายเกรเดียนทตามวธิทีี่ระบุไวในคูมอื เมื่อทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงใน
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ชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว เสียบหวีลงไประหวางกระจกทั้งสองแผน ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้ง

ขามคืนใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว นาํชุดเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทา ปริมาตรประมาณ 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนไดอุณหภูมิประมาณ 60 องศา

เซลเซียส ผสมผลิตภัณฑ PCR ทัง้หมดกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง  จากนั้นเปดสวิตซให

กระแสไฟฟาไหลผานชุดเจลแซนวิชและบัฟเฟอร  TAE จากข้ัวลบไปข้ัวบวก โดยใชความตางศักย 

130 โวลต นาน 5 ชัว่โมง ยอมดีเอ็นเอดวย สารละลายเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาท ี นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวยเคร่ืองตรวจสอบ

เจล  
  

3.3.8 การวิเคราะหลาํดับนวิคลีโอไทดชิ้นดีเอ็นเอเดนจากโปรไฟลของ DGGE 

  3.3.8.1 เพิ่มจํานวนช้ินดีเอ็นเอและทําใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน 

 ตัดชิ้นพอลิอะคริลาไมดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดนใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติม 

TE buffer 20 ไมโครลิตร แชชิ้นเจลไวที่ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 1-2 วัน เพื่อใหดีเอ็นเอละลาย

ออกมาจากเจลใหมากที่สุด เพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยที่ความ

เขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา ตามขอ 3.3.4.2 แตไพรเมอร (primer) 338F ไมตอง

มี GC clamp เช่ือมตอบริเวณ 5’ ในขณะที่ไพรเมอร (primer) ของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยีใชชนิดเดิม และใชปริมาณของสารละลายดีเอ็นเอต้ังตน 5 ไมโครลิตร จากนัน้ดําเนนิ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้

 

 1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซยีส นาน 52 นาท ี

 2. Denaturation step   อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซยีส นาน 30 วินาท ี

 3. Annealing step   อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส นาน 30 วินาท ี

 4. Extension step   อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี

            5. ทาํข้ันตอนที ่2-4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 6 นาท ี

 

  โปรแกรมสําหรับไพรเมอร CTO189f+GC และ CTO654r ใชโปรแกรม และ

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวยวิธ ีGel Electrophoresis ตามขอ 3.3.4.3 
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3.3.8.2 โคลนชิ้นผลิตภัณฑ PCR 

  นําสารละลายผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.3.8.1 มาไลเกทเขากับเวกเตอร pGEM-

T Easy Vector System II (Promega, USA) ตามวิธทีีร่ะบุในคูมือในไมโครฟวจ โดยทําสวนผสม

ของปฏิกิริยา ดังนี ้

 

 2X ไลเกชันบัฟเฟอร      5  ไมโครลิตร 

 เวกเตอร pGEM-T Easy Vector System II (50 นาโนกรัม)  1  ไมโครลิตร 

 สารละลายผลติภัณฑ PCR จากขอ 3.3.7.1   3 ไมโครลิตร 

 T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)    1 ไมโครลิตร 

 ปริมาตรทั้งหมด       10 ไมโครลิตร 

 

ทําการไลเกชันที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง หลังจากนัน้เก็บ

สารละลายไลเกชันที่ไดไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช    

  

  3.3.8.3 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามดิเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 

JM109 และคัดเลือกทรานสฟอรมเมนท (tranformant) ที่มีชิน้ดีเอ็นเอที่ตองการ 

 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ดวยวธิี 

heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนาํคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ที่เกบ็ไวที่

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซยีส มาแชในน้ําแข็งใหละลายชาๆ ไมเกนิ 10 นาท ี เติมรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดที่ไลเกทไวแลวจากขอ 3.1.9.2 ปริมาตร 2-4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนาํไปบมใน

น้ําแข็งนาน 30 นาท ีทําการ heat shock ที่อุณหภูม ิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วนิาท ีจากนัน้

นํามาแชในน้ําแข็งทันที นาน 2 นาที แลวเติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนําเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อยางนอย 2 ชัว่โมง 

 คัดเลือกทรานสฟอรมแมนท (tranformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ

ดวยวิธ ี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดยนาํสารละลายเซลล       

E. coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดแลว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกล่ียลง

อาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 2% 

(ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-

galactoside) เขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร หลังจาก
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เกล่ียเช้ือแลว บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เก็บเชื้อ E. coli JM109 ที่มีรี

คอมบิแนนทพลามิด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวานํามาใช 

 

3.3.8.4 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด 

 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด ดวยชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวธิีที่ระบุในคูมอื  

ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดดวยวิธี Gel Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% 

โดยชั่งผงวุนหนัก 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทาํตามวิธใีน

ขอ 3.3.2  

 

3.3.8.5 ตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 ตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอที่สอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ ตามวิธทีี่ระบุไวในคูมอื โดยทาํสวนผสมของปฏิกริิยา ดังนี ้

 

 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy   1 ไมโครลิตร 

 10X บัฟเฟอร      1 ไมโครลิตร 

 เอนไซม EcoRI      1 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ     7 ไมโครลิตร 

  ปริมาตรทั้งหมด      10 ไมโครลิตร 

 

 ผสมสารใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3-4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นําสวนผสมของปฏิกิริยาทั้งหมด (10 ไมโครลิตร) มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่สอดแทรก ดวยวิธี Gel 

Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% โดยช่ังผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทําตามวิธีในขอ 3.1.5 เปรียบเทียบขนาดช้ินดีเอ็นเอที่สอดแทรก 

กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 

 

3.3.8.6 วิเคราะหสําดับนิวคลีโอไทด 

สงดีเอ็นเอไปวเิคราะหที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย 

ผานทางบริษทั Ward Medic Ltd., Part โดยบริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 

DNA Sequencing และเคร่ือง ABI® PRISM DNA Sequencing ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทด วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร M13R (5’ GGATAACAATTTCACACAGG 3’) 
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ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pGEM-T Easy เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ

ชิ้นดีเอ็นเอแลว นาํไปวิเคราะหลําดับเบสและจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียโดยเปรียบเทยีบกบั

ขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank ใชโปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) 

 
3.4 วิธวีิเคราะหคุณภาพน้าํ 

3.4.1 การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH4-N) โดยวิธกีารเกิดปฏิกิริยาของ 

Phenol hypochlorite (Strickland and Parsons, 1972) 

 เก็บน้าํตัวอยางจากขวดอาหารเล้ียงเชื้อ นํามาเจือจางดวยน้าํปลอดประจุ De-ionized 

water (D.I.) ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปเปตน้ําตัวอยางทีถู่กเจือจางลง

ในหลอดไมโครฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม Phenol solution (Phenol 20 กรัม 

ละลายใน 95% ethyl alcohol 200 มิลลิลิตร) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เขยาแลวเติม Sodium 

nitroplusside solution (Na2Fe(CN)5NO.2H2O 1 กรัม ละลายในน้ําปลอดประจุ 200 มิลลิลติร) 

ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เขยาแลวเติม Oxidizing solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ซึ่งตองเตรียม

สารละลายใหมทุกคร้ังโดยผสม alkaline reagent (Sodium citrate 100 กรัม และ NaOH 5 กรัม 

ละลายในนํ้าปลอดประจุ 500 มิลลิลิตร) และ Sodium hypochlorite solution (ใชสารละลาย ทาง

การคาซ่ึงมีความเขมขนประมาณ 1.5 N) ในอัตราสวน 100 มิลลิลิตร ตอ 25 มิลลิลิตร ปดฝา

หลอดไมโครฟวจต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองอยางนอย 1 ชัว่โมง แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 640 nm โดยเคร่ือง Spectrophotometer เปรียบเทยีบกับสารละลายมาตรฐาน เทยีบกบั

กราฟมาตรฐานของแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (ภาคผนวก ค) ที่ความเขมขน 0.01, 0.0125, 0.05, 

และ 0.1 มิลลิกรัมแอมโมเนียไนโตรเจนตอลิตร ที่เตรียมจาก stock ammonia solution ความ

เขมขน 100 mgNH4-N/L และ blank ที่เตรียมจากน้าํปลอดประจุ 

 

 3.4.2 การวิเคราะหปริมาณไนไตรต-ไนโตรเจน (NO2-N) โดยวธิีการเกิดปฏิกริิยาของ 

Sulfanilamine (Strickland and Parsons, 1972) 

 เก็บน้าํตัวอยางจากขวดอาหารเล้ียงเชื้อ นาํมาเจือจางดวยละลายในน้าํปลอดประจุ (D.I.) 

แลวปเปตน้ําตัวอยางทีถู่กเจือจางลงในหลอดไมโครฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใชน้ํา

กล่ันเปน blank เติม sulphanilamide solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (sulphanilamide 5 กรัม 

HCl conc 50 ml ละลายในน้ําปลอดประจุ 500 มิลลิลิตร) เขยาแลวต้ังทิง้ไว 2-8 นาที เติม NNED 

solution (N-(1-Naphthyl)-Ethylenediamine Dihydrochloride 0.50 กรัม ละลายในน้ําปลอด

ประจุ 500 มิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาแลวต้ังทิง้ไว 10 นาที ถงึ 2 ชัว่โมง วัดคาการ

ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 543 nm โดยเคร่ือง Spectrophotometer เปรียบเทยีบกับกราฟ
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มาตรฐานของไนไตรต-ไนโตรเจน (ภาคผนวก ค) ที่ความเขมขน 0.01, 0.0125, 0.05, และ 0.1 

มิลลิกรัมไนไตรตไนโตรเจนตอลิตร ที่เตรียมจาก stock nitrite solution ความเขมขน 100 mg 

NO2-N /L และ blank ที่เตรียมจากน้าํปลอดประจุ 

 

 3.4.3 การวเิคราะหปริมาณไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) โดยวิธีการวัดการดูดกลืนแสง 

Ultraviolet (Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA), 

1992) 

 เก็บน้าํตัวอยางจากขวดอาหารเล้ียงเชื้อ นาํมาเจือจางดวยน้าํปลอดประจุ (D.I.) ปเปตน้ํา

ตัวอยางทีถู่กเจือจางลงในหลอดไมโครฟวจ 1.5 มิลลิลติร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชน้ํากล่ันเปน 

blank วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 220 และ 275 nm โดยเคร่ือง UV 

Spectrophotometer การคํานวณหาปริมาณไนเตรต-ไนโตรเจน ทาํไดโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 220 nm หักลบดวยคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 275 nm เทยีบกับกราฟ

มาตรฐานของ ไนเตรต-ไนโตรเจน (ภาคผนวก ค) ที่เตรียมจาก stock nitrate solution ความ

เขมขน 100 mg NO3-N /L และ blank ที่เตรียมจากน้ําปลอดประจุ 

 
3.5 การทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดในน้ําเสยีสังเคราะหและน้ําเสียจริง 
 3.5.1 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในน้ําเสียสังเคราะห 

 นําตัวกลางท่ีมีแบคทีเรียยึดเกาะจากขอ 3.2.2 มาทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียในน้ําเสีย

สังเคราะห โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อที่คัดเลือกไดจากขอ 3.2.1 มาใชเปนน้าํเสียสังเคราะห เตรียมน้ํา

เสียสังเคราะหปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใสตัวกลางทีม่ี

แบคทีเรียยึดเกาะจากขอ 3.2.2 ขวดละ 20 ชิ้น และเติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 

5 มิลลิกรัมตอลิตร  เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางน้ําทุกชัว่โมง 

ชั่วโมงละ 2 มลิลิลิตร เพื่อวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ตามวธิีการในขอ 3.4 

 

3.5.2 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในน้ําเสียจริง 

นําตัวกลางจากขอ 3.5.1 ทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียในน้าํเสียจริง โดยใชน้าํเสียจริง

จากสถานที่เกบ็ตัวอยางในขอ 3.1.1 นํามากรองผานกระดาษกรอง  Whatman No.4 เพื่อกาํจัด

ตะกอนที่อยูในน้าํเสีย ทดสอบปริมาณแอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรตในน้ําเสีย เติมน้ําเสียจริง

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใสตัวกลางจากขอ 3.5.1 ขวดละ 

20 ชิ้น และเติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 5 มิลลิกรัมตอลิตร เชนเดียวกับการ

ทดลองในน้ําเสียสังเคราะห เนื่องจากน้าํเสียในบอเล้ียงกุงที่ตอกับระบบบําบัดน้าํเสียจากสถานที่
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เก็บตัวอยางนัน้ มีปริมาณความเขมขนของแอมโมเนียในระบบตํ่าเนื่องจากมกีารเดินระบบ

ตลอดเวลา ดังนัน้จึงตองเติมแอมโมเนยีใหกับน้ําเสียจริงที่ใชในงานวิจัยนี้ เขยาที่ความเร็วรอบ 

130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางเชนเดียวกับการทดลองขอ 3.5.1 เพื่อวิเคราะห

ปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ตามวธิีการในขอ 3.4 

 

3.5.3 การทดสอบอัตราการยอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจนในน้ําเสียจริง 

 เตรียมน้ําเสียจริงตามขอ 3.5.2 และเติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 

มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อทดสอบอัตราเร็วของการยอยสลายแอมโมเนยีที่ความเขมขนตาง ๆ ใส

ตัวกลางที่ผานการบาํบัดจากขอ 3.5.2 ขวดละ 20 ชิน้ เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกชัว่โมงจนกวาแอมโมเนยีจะหมดไป จากนัน้ถายตัวกลางใสขวดใหม 

เติมน้ําเสียจริง และทาํการทดลองซํ้าโดยเพิ่มความเขมขนของแอมโมเนียเปน 3, 5, 10 และ 15 

มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ โดยเก็บตัวอยางน้ําทุก 2 ชั่วโมง สาํหรับที่ระดับความเขมขนของ

แอมโมเนยีเปน 10 และ 15 มิลลิกรัมตอลิตร คาความเขมขนของแอมโมเนยีที่ลดลงตอเวลาที่ได

นําไปคํานวณหายอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจน โดยแทนคาในสมการดังตอไปนี ้ (Pano และ 

Middlebrooks, 1983) 

 

อัตรายอยสลายแอมโมเนียไนโตรเจน (V) =  Vmax x ความเขมขนของแอมโมเนยี (S) 

       Km + ความเขมขนของแอมโมเนีย (S) 

 
3.6 การเก็บรกัษาสภาพหัวเชื้อแบคทีเรีย 
 ทดสอบการเกบ็เซลลตรึงบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว โดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือที่

คัดเลือกตามภาคผนวก ก ปริมาตร 10 มิลลิลิตรใสในหลอดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร 

เติมกลีเซอรอล 15% และใสตัวกลางจากขอ 3.5.3 ทีม่แีบคทีเรียเกาะ 5 ชิน้ ลงไปในแตละหลอด 

เก็บเชื้อที่อุณหภูมิตาง ๆ 3 อุณหภูมิไดแก อุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส และอุณหภูมิ   

-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เมื่อครบตามกําหนด ถายหวัเชื้อทีเ่กาะกับตัวกลางทั้ง 5 ชิ้น ลง

ในขวดอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่คัดเลือกตามภาคผนวก ก ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีตัวกลางใหม

จํานวน 15 ชิ้นตอขวด เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางน้าํเพือ่

ทดสอบกิจกรรมการบําบัดแอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรต เพื่อวิเคราะหปริมาณแอมโมเนยี ไน

ไตรตและไนเตรต ตามวิธีการในขอ 3.4 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 การคัดแยกและเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเบื้องตนจากบอบําบัดนํ้าเสยีของบอเลี้ยงกุงแบบ
หมุนเวยีนน้ํา 

4.1.1 การเก็บตัวอยางและเตรียมตัวอยาง 

เก็บตัวอยางน้าํและใยกรองจากบอบําบัดน้ําเสียของบอเล้ียงกุงแบบหมุนเวียนน้าํ จาก

ศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ภาควชิาวทิยาศาสตรทางทะเล คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใยกรองที่ใชในระบบบําบัดมชีื่อทางการคาคือ ไบโอคอรด 

(Biocord) มลีักษณะเปนเสนใยพลาสติกพนัอยูกับแกนกลาง เพื่อเพิ่มพืน้ที่ยึดเกาะของแบคทีเรีย

ในการบาํบัดแอมโมเนยีไนโตรเจนท่ีซึง่เปนของเสียที่มาจากบอเล้ียงกุง ใยกรองจะทําหนาทีเ่ปนตัว

กรองชีวภาพ เนื่องจากแบคทีเรียที่เกาะอยูสามารถใชแอมโมเนยีในน้ําเปนแหลงไนโตรเจนได ใย

กรองกอนนาํมาใชจะมีสีขาวขุน แตเมื่อนํามาใสในบอบําบัดที่มกีารเล้ียงกุงตลอดเวลา เปน

ระยะเวลามากกวา 4 เดือน ใยกรองไดเปล่ียนเปนสีน้าํตาลเขมและมีตะกอนสีน้ําตาลเขมเกาะอยู 

ดังภาพที่ 4.1  

สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) รายงานวา ระบบหมุนเวยีนน้าํทะเล

แบบปดที่มีระบบบําบัดน้าํแบบ Nitrification Biofilter ซึ่งใชใยกรองไบโอโพลีมา และระบบ 

Tubular Denitrification Reactor จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชวีภาพทางทะเล

แหงนี้ สามารถใชเล้ียงกุงกลุาดํา (กุง 7 ตัวตอตารางเมตร) เปนเวลา 7 เดือน โดยไมมีการถายน้ํา

ออกทิ้ง ตลอดระยะเวลาการทดลอง สามารถควบคุมความเขมขนของแอมโมเนยีไมใหเกนิ 0.2 

มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร นอกจากนีย้ังสามารถใชเล้ียงกุงกุลาดําแบบหนาแนนสูง (กุง 150 ตัว

ตอตารางเมตร) เปนเวลา 4 เดือน พบความเขมขนของแอมโมเนยีไมเกิน 0.1 มิลลิกรัมไนโตรเจน

ตอลิตร และเม่ือทดลองใชเล้ียงกุงขาวแบบหนาแนนสูง (กุง 350 ตัวตอตารางเมตร) เปนเวลา 4 

เดือน พบความเขมขนของแอมโมเนยีไมเกิน 0.06 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร การเล้ียงกุงทั้ง 3 

แบบไมพบการสะสมไนไตรตในน้ําทะเล และการเล้ียงกุงทั้ง 3 แบบนี้ เปนการเล้ียงตอเนื่องกัน ใช

น้ําทะเลเดิมเล้ียงโดยไมมกีารเติมน้ําทะเลใหมเขาสูระบบแตอยางใด จะเหน็ไดวาระบบสามารถ

ควบคุมปริมาณแอมโมเนียใหอยูในระดับที่ไมเปนอันตรายตอกุง แสดงวาปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน่

สามารถเกิดไดอยางสมบูรณ จึงมีความเปนไปไดที่จะพบแบคทีเรียในกลุมของไนทริฟายอิง

แบคทีเรียที่เกาะเปนไบโอฟลม จากใยกรองที่ผานการเล้ียงกุงเปนระยะเวลายาวนานนี้  
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(ก)      (ข)  

 

ภาพที ่ 4.1 ใยกรองในระบบบําบัดน้าํเสียของบอเล้ียงกุง (ก) ใยกรอง (ข) บอบําบัดน้ําเสียแบบไน

ตริฟเคชันจากการเล้ียงกุง 

 

4.1.2 การเล้ียงเช้ือเบ้ืองตนบนอาหารแข็งชนิดตาง ๆ 

นําตัวอยางน้าํและตะกอนจากใยกรองของบอบําบัดน้ําเสีย มาเกล่ียบนจานอาหารเลี้ยง

เช้ือแข็งทั้งสองชนิด คือ อาหารเล้ียงเช้ือ AOB สําหรับเล้ียงแบคทเีรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย 

และอาหารเล้ียงเชื้อ NOB สําหรับเล้ียงแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต แตกตางกนัที่อาหารเลี้ยง

เช้ือ AOB เติมแอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปนแหลงไนโตรเจน ในขณะที่อาหารเลี้ยงเช้ือ 

NOB ใชโซเดียมไนไตรต (NaNO2) เปนแหลงไนโตรเจน อาหารเลี้ยงเช้ือแข็งที่ใชในการทดลองนี ้

ดัดแปลงจาก Carlucci และ Strickland (1968) เนื่องจากอาหารแข็งทั้ง 2 ชนิด สามารถใชคัดแยก

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงทัง้ 2 กลุม ดังทีก่ลาวมาแลว ในขณะทีง่านวิจัยอ่ืน ๆ ใชอาหารเลี้ยงเช้ือ

คัดแยกไนทริฟายอิงแบคทีเรียเพียงกลุมเดียว ซึง่มกัจะเปนกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย นอกจากนี้

อาหารเล้ียงเชือ้ของ Carlucci และ Strickland (1968) ยังใชระยะเวลาในการเล้ียงเชื้อนอยกวา 

(Du และคณะ, 2003; Shan และ Obbard, 2001) เนื่องจากไนทริฟายอิงแบคทีเรีย เปนแบคทีเรีย

ที่โตชา (Tal และคณะ, 2003) ดังนัน้ในการทดลองจึงตองหาสูตรอาหารที่กระตุนการเจริญของ

แบคทีเรียกลุมนี้ไดเร็วและไมมีสารอินทรียคารบอน เพื่อปองกันการเจริญของแบคทีเรียกลุม 

heterotrophs อ่ืน ๆ ซึ่งสามารถเจริญไดเร็วกวาไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 

ภายหลังจากการบมเปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง พบวามโีคโลนีข้ึนบนจานอาหารเล้ียง

เช้ือทั้งสองชนดิ โดยจํานวนโคโลนีของอาหารเล้ียงเช้ือ AOB มีมากกวาโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

NOB แสดงถงึประชากรของแบคทีเรียกลุม AOB มีจาํนวนมากกวาประชากรของแบคทีเรียกลุม 

NOB ในตัวอยางใยกรองของบอบําบัดน้ําเสียจากการเลี้ยงกุง ซึง่มีของเสียในรูปของแอมโมเนีย

ไนโตรเจนเขามาในระบบตลอดเวลา ดังนั้นจงึเปนไปไดที่จะพบแบคทีเรียกลุม AOB ไดมากกวา

แบคทีเรียกลุม NOB 
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นอกจากนีโ้คโลนีที่ข้ึนบนอาหารแข็งทัง้สองชนิดมีลกัษณะแตกตางกนั และบนอาหารชนิด

เดียวกนัก็มีลักษณะโคโลนหีลากหลายแบบ โดยมีทั้งโคโลนีสีขาว และโคโลนทีี่มีสีอ่ืน ๆ ขนาดของ

โคโลนีก็มีความแตกตางกนั ดังภาพที่ 4.2 โดยทัว่ไปแลวโคโลนี 1 โคโลนีหมายถึงแบคทีเรีย 1 ชนิด

ซึ่งแบคทีเรียแตละชนิดอาจมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันทั้งขนาด ลักษณะรูปราง และสีของ

โคโลน ีจากภาพที ่ 4.2 แสดงใหเห็นในเบ้ืองตนวาประชากรของแบคทีเรียกลุม AOB และ NOB มี

ความหลากหลาย อยางไรก็ตาม เมื่อนําโคโลนีที่ไดจากการเกล่ียเช้ือบนอาหารแข็ง มาเข่ียเช้ือใน

อาหารชนิดเดิม พบวาไมสามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อจานใหมได อาจเนื่องมาจากในระบบ

บําบัดน้าํเสียแบบไนตริฟเคชนัโดยทั่วไป แบคทีเรียกลุมไนตริฟายเออรจะอยูรวมกนัเปนไบโอฟลม 

ซึ่งประกอบไปดวยกลุมประชากรแบคทีเรียหลากหลายชนิด (Sugita และคณะ, 2005) เพื่อพึ่งพา

อาศัยกนัในการใชสารตาง ๆ ที่แบคทเีรียอีกชนิดผลิตข้ึน     ดังนัน้เม่ือเข่ียโคโลนีเด่ียวแตละโค

โลนีลงบนจานอาหารเล้ียงเชือ้ใหม แบคทีเรียเหลานั้นจึงไมสามารถเจริญอยางตอเนื่องบนอาหาร

แข็งได  

 

(ก)   (ข)  

 

ภาพที่ 4.2 การเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง (ก) อาหารเล้ียงเชือ้ AOB (ข) อาหารเล้ียงเชื้อ 

NOB จากตัวอยางน้ําและตะกอนจากใยกรองท่ีเจือจางความเขมขน 100 เทา เชนเดียวกนั 

 

4.1.3 การเล้ียงเช้ือเบ้ืองตนในอาหารเหลวชนิดตาง ๆ 

นําตัวอยางน้าํและตะกอนจากใยกรองของบอบําบัดน้ําเสีย มาเล้ียงในอาหารเหลว AOB 

แบบตางๆ ที่ใสตัวกลาง BCN 009 โดยดัดแปลงสวนประกอบของอาหารเหลว AOB ตามตารางท่ี 

3.1 เปนเวลา 1 เดือน จากนัน้นาํมาปนเกบ็ตะกอนเพื่อสกัดดีเอ็นเอดวยวธิี freeze-thaw ดัดแปลง

จาก Tsai และ Olson (1991) จากนัน้นาํดีเอ็นเอที่ไดไปทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยไพรเมอร 

(primer) คือ 338f-gc และ 518r ไดผลิตภัณฑขนาด 200 คูเบส และศึกษาโครงสรางประชาคม
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แบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ผลการทดลองแสดง

ดังภาพที่ 4.3  

 

 
 

ภาพที่ 4.3 การวิเคราะห DGGE ดวยไพรเมอร 16S universal จากดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่สกัด

จากอาหารเล้ียงเชื้อเหลวชนิดตาง ๆ ชองวิ่งที ่ 1 ไมใสอาหารกุง ชองวิง่ที ่ 2-7 ใสอาหารกุง 80 

มิลลิกรัมตอลิตร ชองวิ่งที่ 8-9 ตะกอนจากใยกรองที่เก็บจากตําแหนงที่ตางกนั ลูกศรแสดงแถบดี

เอ็นเอเดนที่เลือกมาวิเคราะห ลําดับนวิคลีโอไทด 

 

 การวิเคราะห DGGE นี ้ เปนการศึกษาเบ้ืองตน เพื่อเปรียบเทียบโครงสรางประชาคม

แบคทีเรียบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงโดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิดตาง ๆ เกรเดียนทของความ

เขมขน denaturant คือ 30 – 70% พบวาโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชื้อเหลว

ตางๆ มีลักษณะคลายคลึงกับประชาคมแบคทีเรียจากใยกรอง (ภาพท่ี 4.3) โดยแถบดีเอ็นเอเดน

จากอาหารเล้ียงเชื้อเหลว อยูตรงกับแถบดีเอ็นเอโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากใยกรองหลาย

ตําแหนง ดังนัน้อาหารเล้ียงเชื้อเหลวจึงนาจะใชเปนอาหารสําหรับการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียจากใย

กรองได จากผลการทดลองพบวามีความแตกตางระหวางอาหารเหลวท่ีใสและไมใสอาหารกุง คือ

แถบดีเอ็นเอเดนของอาหารเหลวเติมอาหารกุง (ชองวิง่ที ่ 2-7) มคีวามคมชัดกวาแถบโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียของอาหารเหลวไมเติมอาหารกุง (ชองวิง่ที ่ 1) (ภาพที ่ 4.3) ซึง่ในระบบบาํบัด

จริงนัน้น้าํเสียที่มาจากการเลี้ยงกุง ยอมจะตองมีอาหารกุงละลายบนมากับน้ําเสียและเขาสูระบบ

บําบัดอยูแลว และในอาหารกุงก็จะมสีารอาหารและวิตามนิเปนสวนประกอบ แบคทีเรียจึง
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สามารถเจริญไดดีกวาอาหารเล้ียงเชื้อที่ไมเติมอาหารกุง ในชวงแรกของการศึกษานี ้ ไดเติมอาหาร

กุง 80 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชือ้ ซึ่งเปนปริมาณเดียวกันกบัในงานวิจัยของ Delwiche 

และ Finstein (1965) ที่เติมสารสกัดจากยสีต (yeast extract) 80 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อกระตุนการ

เจริญของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย อยางไรก็ตามการเติมสารสกัดจากยีสตอาจทาํใหแบคทีเรียกลุม 

heterotroph เจริญไดมากกวากลุม nitrifying autotroph ดังนัน้จึงเลือกใชอาหารกุงแทน อยางไรก็

ตามอาหารกุงมีสวนประกอบบางชนิดที่ไมละลายน้าํ ในการทดลองตอมา จึงเพิ่มอาหารกุงเปน 90 

มิลลิกรัมตอลิตร ทั้งนีง้านวิจัยของ Shan และ Obbard (2001) ใชแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่

ตรึงอยูกับ clay pellet ในการบาํบัดแอมโมเนยีจากการเล้ียงกุง อาหารเล้ียงเชือ้ที่ใชก็มีการเติม

อาหารกุง 440 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อเลียนแบบสภาวะในบอเล้ียงกุงเชนเดียวกัน สวนอาหารเล้ียง

เช้ือที่เติมโซเดียมคารบอเนต (NaHCO3) 300 มิลลิกรัมตอลิตร (ชองวิ่งที่ 2, 5-7) มีแถบดีเอ็นเอ

เดนหลายแถบ ซึ่งแสดงวาโครงสรางประชาคมแบคทีเรียมีความหลากหลาย และแถบดีเอ็นเอ

เหลานี้ยงัชัดเจนกวาอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมโซเดียมคารบอเนต 100 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร (ชอง

วิ่งที่ 3-4) (ภาพที ่4.3) ดังนัน้ในการทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เติมอาหารกุง 

90 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคารบอเนต 300 มิลลิกรัมตอลิตร 

แมวาแถบดีเอ็นเอของตัวกลางในอาหารเล้ียงเชื้อบางแถบ มีความคลายคลึงกับแถบที่

ปรากฏในชองวิ่งของตะกอนใยกรองทัง้ 2 ตัวอยาง (ภาพที่ 4.3) อยางไรก็ตามเปนการยากทีจ่ะ

บอกไดวาแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏนั้นเปนแบคทีเรียชนิดเดียวกนัหรือไม เนื่องจากแถบดีเอ็นเอมีความ

เอียงและสังเกตไดไมชัดเจน นอกจากน้ียังพบวาตัวอยางจากใยกรองที่เก็บจากตําแหนงที่ตางกนั

ในถังบําบัดน้าํเสียแบบไนตริฟเคชั่นจากระบบหมนุเวียนน้าํ (ชองวิ่งที่ 8 และ 9) แถบโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียของตัวอยางมีแถบดีเอ็นเอเดนไมเหมือนกนั (ภาพที่ 4.3) ซึ่งอาจเปนผลมาจาก

อิทธิพลของสิง่แวดลอมในระบบบริเวณจดุเก็บตัวอยางเชน ปริมาณออกซิเจนในน้าํ หรือชนิดของ

แบคทีเรียในไบโอฟลม 

 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

การศึกษาชนดิของแบคทีเรียจากการวเิคราะห DGGE โดยการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทดของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของไพรเมอร 338f-gc และ 518r เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีใน

ฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn ซึ่งอนุมานไดวาแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ มาจาก

แบคทีเรีย 1 ชนิด เนื่องจากในการทดลองนี้เปนการวิเคราะหเบ้ืองตน เพี่อดูภาพรวมของประชากร

แบคทีเรียในใยกรองและในอาหารเล้ียงเชือ้ และตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกันสามารถอนุมาน

ไดวาแถบดีเอนเอที่ตรงกันเปนดีเอนเอชนดิเดียวกนั อยางไรก็ตามในข้ันตอนการโคลนดีเอ็นเอจาก

แถบดีเอ็นเอเดนที่ปรากฎในแผนเจลโพลีอะคริลาไมด (ภาพที ่ 4.3) นั้น พบวาแถบดีเอ็นเอเดน
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สวนมากไมสามารถโคลนดีเอ็นเอเขาพลาสมิดได ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากปญหาทางเทคนิคใน

ข้ันตอนการโคลน แถบดีเอนเอเดนที่สามารถโคลนไดจากใยกรองทั้งสองตัวอยาง คือ F1, F2 และ 

F3 และแถบดีเอนเอเดนในอาหารเล้ียงเช้ือ คือ M พบวาแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสทั้ง 4 แถบ 

เปนแบคทีเรียคนละชนิดกัน (ตารางที ่ 4.1) แบคทีเรียที่จําแนกไดสวนใหญเปนแบคทีเรียที่แยกได

จากตัวอยางน้าํทะเล แบคทีเรียเหลานี้จดัเปนแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (Uncultured 

bacterium) ซึ่งบางชนิดอาจเปนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่มีบทบาทในการบาํบัดแอมโมเนียใน

ระบบบําบัดน้าํเสียที่ใชในการศึกษา เชน AM295517 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดที่

แยกไดจากไบโอฟลมในระบบบําบัดแบบโปรยกรอง (trickling filter) ของระบบการเล้ียงสัตวน้าํ

แบบหมุนเวียนน้าํ (Foesel และคณะ, 2007) จากผลการทดลองนี้แสดงวา แบคทีเรียกลุมเดนของ

ใยกรองเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได ซึง่สอดคลองกบัผลการทดลองขอ 4.1.2 ทีพ่บ

โคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเชื้อ แตเมื่อเข่ียโคโลนีเด่ียวลงอาหารเล้ียงเชื้อจานใหม กลับไม

พบการเจริญของแบคทีเรีย  

เนื่องจากในข้ันตอนนี้เปนการเล้ียงเชื้อเบ้ืองตน เพื่อหาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมที่สุดสําหรับ

เล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง จากบอบําบัดน้าํเสียแบบไนทริฟเคชัน่ของระบบหมุนเวียนน้าํเพือ่

การเพาะเล้ียงสัตวน้ํา ดังนั้นในข้ันแรกจึงเลือกใชไพรเมอร 338f-gc และ 518r เพื่อจําแนกชนิดของ

แบคทีเรียกลุมเดนในระบบบาํบัดน้ําเสียแบบไนทริฟเคชัน่ ซึ่งคาดวานาจะเปนแบคทเีรียกลุมไนทริ

ฟายอิง อยางไรก็ตามเมือ่วิเคราหแถบดีเอ็นเอเดนที่โคลนไดพบวา แถบดีเอ็นเอเดนที่โคลนได

สวนมากเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (Uncultured bacteria) ซึ่งไมสามารถบอก

ไดวาเปนแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงหรือไม ดังนัน้ในการทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชไพรเมอร 

CTO189f-gc และ CTO654r ในการวิเคราะหดีเอ็นเอจากแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงได เพื่อใหสามารถ

บอกไดวาแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดเปนแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิง 
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ตารางที ่ 4.1 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอเดนจากภาพท่ี 4.3 (M หมายถึง 

แบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชือ้ F หมายถึง แบคทีเรียจากใยกรอง) 

แถบดี

เอ็นเอ

เดน 

Accession 

No. 

Sequence 

identity 

(%) 

สายพนัธุแบคทีเรีย แหลงที่มา อางอิง 

M AM157559 99 Uncultured gamma 

proteobacterium 

hypersaline 

wastewater 

Lefebvre และ

คณะ (2006)  

F1 AM295517 100 Uncultured 

bacterium 

marine 

aquaculture 

biofilm 

Foesel และ

คณะ (2007) 

F2 EU919797 99 Uncultured 

bacterium 

Ocean 

water 

Zeng,Y. (2008) 

ไมตีพิมพ 

F3 EU734671 100 Microbacterium sp. 

สายพนัธุ FS-YC6714 

Sludge Yasir และ 

Chung,Y.R. 

(2008)           

ไมตีพิมพ 

 
 
4.2 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยใชอาหารเหลวทีเ่ลือก 

ทําการเพาะเล้ียงแบคทีเรียจากตัวอยางน้าํและใยกรอง โดยใชอาหารเหลวที่คัดเลือกจาก

ขอ 4.1.3 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของการคัดแยกและเพิ่มจาํนวนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 

การทดสอบเร่ิมตนจากนาํตัวอยางตะกอนจากน้ําและใยกรอง จากระบบบําบัดน้าํแบบหมุนเวียน

น้ํา จากศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชวีภาพทางทะเล มาใสในขวดรูปชมพูที่มีอาหาร

เหลวที่เติมแอมโมเนยีความเขมขน 100 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร เพื่อกระตุนการเจริญของ

แบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี และใสตัวกลาง BCN-009 เพื่อใชเปนพื้นที่ยึดเกาะของ

แบคทีเรีย  เล้ียงเชื้อเปนเวลา 1 เดือน เมื่อครบ 1 เดือน เปล่ียนอาหารเล้ียงเชื้อใหม โดยถายเฉพาะ

ตัวกลางทัง้หมดในขวดอาหารเกาลงในอาหารเล้ียงเช้ือขวดใหม เพื่อกาํจัดปริมาณไนเตรตที่สะสม

อยูในอาหารเล้ียงเชื้อ และเพื่อลดการเกิดกรดซึ่งเกิดจากกระบวนการยอยสลายแอมโมเนยี เมือ่

การเล้ียงเช้ือเบ้ืองตนผานไป 1 เดือน เปล่ียนอาหารเล้ียงเชื้อใหม โดยถายตัวกลางทั้งหมดลงใน

อาหารเล้ียงเชือ้ขวดใหม เพื่อใหไดจํานวนแบคทีเรียจาํนวนมากเปนหัวเชื้อในการทดลอง รวมใช

เวลาเล้ียงเชื้อทั้งหมด 3 เดือน โดยเมื่อผานการเล้ียงเชื้อในข้ันตอนนี้สามารถสังเกตเหน็ตะกอนสี
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น้ําตาลเกาะอยูบนตัวกลางไดอยางชัดเจน และสามารถนําตะกอนท่ีเกาะอยูนัน้ไปสกัดดีเอ็นเอใน

ข้ันตอนตอไปได ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณแอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรต ในแตละเดือนแสดง

ดังภาพที่ 4.4 โดยทดสอบการเปล่ียนแปลงของแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ทกุ 7 วนั พบวา

ปริมาณแอมโมเนียลดลง ในขณะทีป่ริมาณของไนไตรตและไนเตรตเพิ่มข้ึน โดยในเดือนที่ 1 

ปริมาณแอมโมเนียสามารถลดลงไดประมาณ 30 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร และในเดือนที ่2 และ 

3 ปริมาณแอมโมเนยีสามารถลดลงไดประมาณ 40 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ปริมาณไนไตรตใน

เดือนที่ 1 และ 2 ยังคงพบไดในอาหารเล้ียงเชื้อ แตในเดือนที่ 3 พบวาปริมาณไนไตรตลดลงและ

หมดไปในที่สดุ ในขณะทีป่ริมาณไนเตรตเพิ่มข้ึนเมื่อผานการเล้ียงเชื้อในวันที ่7 ของทุกเดือน แสดง

วากระบวนการยอยสลายไนไตรต เกิดข้ึนภายหลังกระบวนการยอยสลายแอมโมเนียไปเปนไน

ไตรตประมาณ 7 วัน จากการทดลองข้ันตอนนี้พบวาในเดือนที่ 1 ปริมาณไนไตรตยังไมสามารถ

ลดลงจนหมดได แสดงวาหวัเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อยังไมสามารถ

นําไปใชได จงึตองเล้ียงเช้ือตอไป ในเดือนที ่ 2 ปริมาณไนไตรตลดลงแตยังหมดจนกระทั่งในชวง

เดือนที ่3 จึงพบวาปริมาณไนไตรตลดลงจนหมด แสดงวาการเพิ่มจํานวนหัวเชื้อในอาหารเล้ียงเชื้อ

นี้ใชระยะเวลาประมาณ 2-3 เดือน 
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ภาพที ่ 4.4 การเปล่ียนแปลงของแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชคัดเลือก

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ในระยะเวลา 3 เดือน (    แสดงปริมาณแอมโมเนีย ไนเตรต 

และไนไตรต ตามลําดับ) 
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เมื่อเล้ียงเช้ือผานไปทัง้หมดเปนเวลา 3 เดือน นําตัวกลางทัง้หมดมาทดสอบประสิทธิภาพ

ในการบาํบัดแอมโมเนยี โดยใสตัวกลาง 20 ชิ้น ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่

ความเขมขน 2, 5 และ 10 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร พบวาแอมโมเนียทุกความเขมขนสามารถ

ลดลงไปถึงนอยกวา 0.01 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ไดใน 1 วัน แตปริมาณไนไตรตยังไมลดลง 

ดังนัน้จึงเปลีย่นขวดอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมแอมโมเนยีทกุวัน เพื่อใหสภาวะในขวดทดลองมี

แอมโมเนยีสม่าํเสมอคลายกบัสภาวะในการบําบัดจริง และเพื่อกระตุนการทํางานของแบคทีเรีย

กลุมออกซิไดซแอมโมเนยี และกลุมออกซิไดซไนไตรต ใหมีประสิทธิภาพ ผลการทดลองพบวา 

ปริมาณความเขมขนของไนไตรตเพิ่มข้ึนในชวงแรกของการทดสอบ แตเมื่อผานวนัที่ 7 ปริมาณ

ความเขมขนของไนไตรตลดลงจนเกือบถงึ 0 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร แมวาจะใชเติมแอมโมเนีย

ที่ความเขมขนตางกนั ซึ่งอาจเนื่องมาจากแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต ที่มีบทบาทในการสลาย

ไนไตรต สามารถปรับตัวและมีกิจกรรมในการสลายไนไตรตไดอยางรวดเร็ว ผลของไนเตรตพบวา

ปริมาณไนเตรตคอนขางคงที่ ข้ึนอยูกับปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตนในแตละคร้ังของการเติม

แอมโมเนยี จากผลการทดลองแสดงวาหวัเชื้อที่ผานการเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน สามารถ

นําไปใชในการบําบัดแอมโมเนียและไนไตรตไดจริง ดังรูป 4.5 
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ภาพที่ 4.5 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากการเล้ียงเชื้อในการบําบัด 

(  แสดงแอมโมเนียความเขมขนประมาณ 2, 5 และ 10 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร 

ตามลําดับ)     หมายถึงการเปล่ียนขวดอาหารเล้ียงเชื้อและเติมแอมโมเนียใหไดความเขมขน

ใกลเคียงกับความเขมขนเร่ิมตนของแตละชุดทดลอง 
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การเจริญของแบคทีเรียบนตัวกลาง 

เมื่อผานการเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน พบวาตัวกลางมีตะกอนสีน้ําตาลเกาะอยูภายใน 

ซึ่งสามารถสังเกตไดดวยตาเปลา และเม่ือนําไปผานกระบวนการเตรียมตัวอยางกอนนํามาสอง

ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM)  

สามารถเหน็ความแตกตางของตัวกลางที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือนกับตัวกลางที่ไม

มีตะกอนเกาะอยางชัดเจน ดังภาพที ่ 4.6 สอดคลองกบัการรายงานของ Tal และคณะ (2003) ที่

ศึกษาประชากรแบคทีเรียจากระบบบําบัดน้ําเสีย จากระบบหมุนเวยีนน้าํเพื่อการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา 

โดยใชเม็ดโพลีเอทีลีน ทีม่ลีักษณะคลายกับตัวกลางที่ใชในงานวิจัยนีใ้นการบาํบัดน้ําเสียจากการ

เพาะเล้ียงสัตวน้าํ พบวาเมือ่ผานการบําบัดมากกวา 1 เดือน สังเกตเห็นไบโอฟลมสีน้ําตาลเกาะอยู

บนเม็ดโพลีเอทีลีน เมือ่นํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง

เชนเดียวกนั 

 

  
 

ภาพที ่4.6 ลักษณะพืน้ผิวตัวกลาง BCN 009 ภายหลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน (ก) ตัวกลางที่ไม

มีตะกอนเกาะ (ข) ตัวกลางภายหลังการเล้ียงเชื้อ 

 

จากผลการทดลองสองตัวอยางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (ภาพที่ 

4.7) พบวาพื้นผิวภายนอกของตัวกลางมีความเรียบกวาพื้นผิวภายในตัวกลางซึง่คอนขางขรุขระ 

ทําใหแบคทีเรียสามารถเกาะอยูกับดานในของตัวกลางไดมากกวา รวมทัง้พืน้ผิวดานนอกมีแรงชะ

จากการเขยาขวดอาหารเล้ียงเชื้อ จงึอาจทําใหแบคทีเรียเกาะอยูไดนอยกวา จากภาพที ่ 4.7 สิง่ที่

เกาะอยูบนพืน้ผิวของตัวกลาง มีลักษณะเปนเซลลที่มีการสรางเสนใยยึดกับตัวเซลลและพืน้ผิว

ตัวกลาง จากการทดลองที่ผานมาแสดงใหเห็นวาวิธีการและอาหารเล้ียงเช้ือนี้สามารถเล้ียง

แบคทีเรียตรึงอยูกับตัวกลางได โดยแบคทีเรียยงัคงมีกิจกรรมในการยอยสลายแอมโมเนยีและไน

ไตรตไดดี 
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ดานใน 

 

 

 
ดานนอก 

 

 

 
 

ภาพที ่4.7 ภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ก) และ (ข) แสดงภาพดานในตัวกลาง (ค) 

และ (ง) แสดงภาพดานนอกของตัวกลาง รูปดานซายแสดงภาพตัวกลางที่ไมมีแบคทีเรียเกาะ รูป

ดานขวาแสดงภาพแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดบนตัวกลาง 

 

 

 

 

 

 

ดานใน  
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ดานนอก 

 

 

 
 

ภาพที ่ 4.7 (ตอ) ภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (จ) และ (ฉ) แสดงภาพดานใน

ตัวกลาง (ช) และ (ซ) แสดงภาพดานนอกของตัวกลาง รูปดานซายแสดงภาพตัวกลางที่ไมมี

แบคทีเรียเกาะ รูปดานขวาแสดงภาพแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดบนตัวกลาง 

 

  

 

 

 

 
4.3 การเปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดกับแบคทีเรียในบอบําบัด 
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4.3.1 การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากตะกอนใยกรองและจากตัวกลางในอาหารเล้ียง

เช้ือ 

 จากการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากตะกอนใยกรอง ทีเ่ก็บมาพรอมกับการทดลองขอ 

4.2 และจากตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวหลังจากผานการเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน จากขอ 

4.2 ดวยวธิี freeze-thaw ดัดแปลงจาก Tsai และ Olson (1991) เชนเดียวกับการทดลองขอ 4.1 

สามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางได จากภาพที ่4.8 สามารถเห็นแถบดีเอ็นเอไดอยางชัดเจน 

 

 
 

ภาพที ่4.8 Genomic DNA ของแบคทีเรียจากตัวอยาง จากซายไปขวา marker 1 kb DNA ladder 

(ชองวิ่งที่ 1) E. coli (ชองวิ่งที ่ 2) แบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเชือ้ (ชองวิง่ที ่ 3) 

แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิ่งที่ 4) 

 

4.3.2 การเพิ่มจํานวน 16S rDNA โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction) 

ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 4.2.1 นาํมาเพิม่จํานวนโดยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส         ใช

ไพรเมอร (DNA primers) 2 แบบ คือ 16S universal primers ไดแก 338f-gc และ 518r ตามวิธี

ของ Ye และคณะ (2007) และ 16S AOB primers ไดแก CTO189f-gc และ CTO654r ตามวิธี

ของ Kowalchuk และคณะ (1997) 

   

 

 

4.3.2.1 16S universal primers   

 1           2          3          4 
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  ผลการเพิม่จํานวนโดยปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยไพรเมอร (DNA primers) 

คือ 338f-gc และ 518r ไดผลิตภัณฑขนาด 200 คูเบส ไพรเมอรชนิดนี้สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ

ไดที่ตําแหนง 16S rDNA ของแบคทีเรียทัว่ไป ดังนั้นเมือ่นํามาตรวจสอบผลิตภัณฑดวยเคร่ืองอิเลค

โทรโฟเรซิสพบแถบผลิตภัณฑขนาด 200 คูเบส จากตัวอยางทัง้หมดไดชัดเจน ดังภาพที ่4.9  

 

1      2     3     41      2     3     4

 
 

ภาพที่ 4.9 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจาก Genomic DNA ของไพรเมอร 16S universal 

จากซายไปขวา marker 100 bp DNA ladder (ชองวิง่ที ่ 1) E. coli (ชองวิ่งที ่ 2) แบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ (ชองวิง่ที่ 3) แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิ่งที่ 4) 

 

4.3.2.2 16S AOB primers   

ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจากไพรเมอร (DNA primers) ชนิดนี้มีขนาด 

465 คูเบส จากภาพที ่ 4.10 พบแถบผลิตภัณฑที่ตําแหนงประมาณ 500 คูเบส จากตัวอยางดีเอ็น

เอของตะกอนจากตัวกลาง และตะกอนจากใยกรอง แตไมพบแถบผลิตภัณฑจากดีเอ็นเอของ E. 

coli ทัง้นี้เนื่องจากไพรเมอรชนิดนี้มีความจําเพาะกบัดีเอ็นเอของแบคทีเรียกลุม AOB ที่ตําแหนง 

16S ดังนัน้จงึไมพบแถบผลิตภัณฑจากดีเอ็นเอของ E. coli 
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1     2      3      4 1     2      3      4 

 
 

ภาพที ่ 4.10 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจาก Genomic DNA ของไพรเมอร 16S AOB 

จากซายไปขวา marker 100 bp DNA ladder (ชองวิง่ที ่ 1) E. coli (ชองวิ่งที ่ 2) แบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ (ชองวิง่ที่ 3) แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิ่งที่ 4) 

 

4.3.3 การแยกชนิดของแบคทีเรียโดยวธิี DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) 

DGGE โดยใช 16S universal primers 

โครงสรางประชาคมแบคทีเรียของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่ใชไพรเมอร (DNA 

primers)  คือ 338f-gc และ 518r แสดงดังภาพที่ 4.11 พบวาแถบทีช่ดัเจนของผลิตภัณฑลูกโซโพ

ลิเมอเรสของแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเช้ือ (ชองวิง่ที่ 2) ไมตรงกับแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรส

ของแบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิง่ที่ 3) แสดงวาแบคทีเรียกลุมเดนในใยกรองนาจะเปนคนละชนิด

กับแบคทีเรียที่เจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือได เนื่องจากในระบบบําบัดจริงนั้นน้ําเสียอาจมี

สารอาหารและสภาวะที่เหมาะกับแบคทเีรียหลากหลายชนิดมากกวาในอาหารเล้ียงเชื้อ จากการ

ทดลองของ Itoi และคณะ (2006) ศึกษาประชากรของแบคทีเรียบนตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัด

น้ําแบบหมุนเวียนน้าํจากการเพาะเล้ียงปลาปกเปา โดยใช universal primers พบวาบนตัวกรอง

ชีวภาพพบแบคทีเรียหลากหลายกลุม เชน Actinobacteria, α-Proteobacteria, Bacilli, β-

Proteobacteria, Clostridia, Flavobacteria, γ-Proteobacteria, Mollicutes, 

Planctomycetacia, Sphingobacteria, Verrucomicrobia และ Unclassified bacteria ซึ่ง

แบคทีเรียกลุมเดนทีพ่บมากที่สุดตามลําดับไดแก γ-Proteobacteria, Flavobacteria และ 

Sphingobacteria นอกจากนี้ยงัพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ไดแกกลุม Nitrosomonas sp. 

เชนเดียวกับการทดลองนี้ใชไพรเมอร 338f-gc และ 518r ซึ่งเปน universal primers เชนกนั จึง

สามารถจับกบัดีเอ็นเอตําแหนง V3 ของ 16S rDNA genes ของแบคทีเรียไดทุกชนิด อยางไรกต็าม

ในการทดลองชวงแรกนั้น เปนการศึกษาภาพรวมของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือและแบคทีเรีย

บนใยกรอง เพื่อสังเกตความหลากหลายและกลุมประชากรเดนของแบคทีเรียบนใยกรองและใน
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อาหารที่ใชเล้ียง ซึ่งจากผลการวิเคราะหลําดับเบสจากตารางที ่ 4.1 พบแบคทีเรียที่ไมสามารถ

เพาะเล้ียงได (Uncultured bacterium) ซึ่งไมสามารถบอกไดชัดเจนวาเปนแบคทีเรียในกลุมไนทริ

ฟายอิงตามทีต่องการจริงหรือไม อยางไรก็ตาม จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงได (ภาพที ่ 4.5) ก็พบวาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการบําบัดแอมโมเนยีที่ความ

เขมขนของแอมโมเนยีตาง ๆ กัน สามารถลดปริมาณแอมโมเนยีไดทกุวัน ดังนัน้แมวาแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงไดจะไมใชแบคทีเรียกลุมเดนในใยกรอง แตเปนแบคทีเรียที่มีความสําคัญในการบําบัด

แอมโมเนยี โดยทัว่ไปการศึกษาแบคทีเรียกลุมไนตริฟายเออร จําเปนตองใชไพรเมอรที่มี

ความจาํเพาะตอแบคทีเรียกลุมนี้ (Nicolaisen และ Ramsing, 2002) 

 

1     2     31     2     3

 
 

ภาพที ่ 4.11 การวิเคราะห DGGE ของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่ใชไพรเมอร 16S universal 

เกรเดียนทของความเขมขน denaturant คือ 30 – 70% จากซายไปขวา E. coli (ชองวิ่งที่ 1) 

แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเชือ้ (ชองวิง่ที ่2) แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิง่ที ่3)  

 

จากภาพที ่ 4.11 เมื่อนําตําแหนงของแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสมาเปรียบเทยีบกับ

ตําแหนงของภาพที่ 4.3 พบวาแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของแบคทีเรียบนใยกรองมีความ

คลายคลึงกนัในบางตําแหนง เนื่องจากตะกอนจากใยกรองท่ีใชในการสกัดดีเอนเอเปนตะกอนที่

เก็บที่เวลาแตกตางกัน ดังนัน้จึงอาจมีการเปล่ียนแปลงของโครงสรางประชากรจุลินทรีย (Itoi และ

คณะ, 2006) ทําใหแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสมีความแตกตางกนับาง ในขณะที่แถบ

ผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเชื้อในภาพที่ 4.11 และ ภาพที่ 4.3 มี

ความแตกตางกันมากกวา ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากระยะเวลาในการเล้ียงเชื้อตางกนั (1 เดือนกับ 3 

เดือน) เมื่อเล้ียงเชื้อเปนระยะเวลานาน ก็อาจทําใหแบคทีเรียบนใยกรองมีความจําเพาะมากข้ึน 
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แบคทีเรียที่ไมสามารถทนตอแอมโมเนียไดก็จะไมสามารถอยูรอดไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําใหแถบ

ผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่พบในภาพที ่ 4.11 มีจาํนวนไมมากเทากับแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิ

เมอเรสที่พบในภาพที่ 4.3 

DGGE โดยใช 16S AOB primers 

โครงสรางประชาคมแบคทีเรียของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่ใชไพรเมอร คือ CTO189f-

gc และ CTO654r แสดงดังภาพที่ 4.12 พบแถบผลิตภัณฑเพียงตัวอยางละ 1 แถบเทานัน้ โดย

แถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของตะกอนจากตัวกลางมีความคมชัดกวาแถบผลิตภัณฑลูกโซโพ

ลิเมอเรสของตะกอนใยกรอง เมื่อใชปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอต้ังตน กอนทําปฏิกิริยาลูกโซ

โพลิเมอเรสเทากัน ดังนัน้สามารถบอกไดวาประชากรแบคทีเรียในกลุมของ AOB จากตัวอยาง

ตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือ มีมากกวาในตัวอยางจากใยกรอง 

 

 
 

ภาพที่ 4.12 การวิเคราะห DGGE ของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรส จากซายไปขวา marker 100 

bp DNA ladder (ชองวิง่ที่ 1) แถบโครงสรางประชากรของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของไพร

เมอร 16S universal (ชองวิ่งที่ 2-7) แถบโครงสรางประชากรของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของ

ไพรเมอร CTO189f-gc และ CTO654r (ชองวิง่ที ่ 8-12) เกรเดียนทของความเขมขน denaturant 

คือ 30 – 70% (a) แสดงแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ (b) แสดง

แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากใยกรอง  

 

จากนั้นจงึใชผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสทั้งหมดโคลนเขาสูพลาสมิด และสุมเลือกตัวอยาง

โคลนที่ใหโคโลนีสีขาวสงวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ
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ผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของไพรเมอร CTO189f-gc และ CTO654r แสดงดังตารางที่ 4.3 

พบวาแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ มีลาํดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกบัแบคทีเรียใน

กลุม Nitrosomonas ทัง้ที่เปน uncultured Nitrosomonas sp. Nitrosomonas sp. Nm51 และ 

Nitrosomonas marina ซึง่สามารถแยกไดจากตัวอยางในส่ิงแวดลอมที่มีแอมโมเนยีปนเปอนทัง้

จากการเล้ียงสัตวน้ําและระบบบําบัดน้าํเสียแบบไนทริฟายอิง ตัวอยางทีพ่บมากที่สุดคือแบคทีเรีย

กลุม uncultured Nitrosomonas sp. (รหัส EU155078.1) ซึ่งแยกไดจากตะกอนจากบอเล้ียงกุง 

(Ma และ Wang, ไมตีพมิพ) โดยพบทัง้หมด 5 ตัวอยาง 

 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียจากใยกรอง พบแบคทีเรียในกลุม 

Uncultured Nitrosomonas sp. (รหัส EU155078.1) 4 ตัวอยาง (ตารางที ่4.3) นอกจากนี้ยงัพบ

แบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงได (uncultured bacterium) รหัส AM29552.1 8 ตัวอยาง และ 

รหัส EF175894.1 1 ตัวอยาง ซึง่แยกไดจากตัวอยางในสิ่งแวดลอมทีม่ีแอมโมเนยีปนเปอนจากการ

เล้ียงสัตวน้ํา และ activated sewage sludge ตามลําดับ 

 จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเช้ือ เปรียบเทียบกับ

ใยกรอง พบวามีแบคทีเรียกลุมที่เหมือนกนัคือ Uncultured Nitrosomonas sp. (EU155078.1) ซึ่ง

แบคทีเรียชนิดนี้ ถือวาเปนแบคทีเรียเดนทีพ่บไดทั้งในอาหารเล้ียงเช้ือและใยกรอง แสดงวาวิธีการ

และอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการทดลองนี ้ สามารถใชเพาะเล้ียงแบคทีเรียในกลุม AOB ที่เดนใน

ระบบบําบัดน้าํเสียนี้ได 
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ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดที่มีผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของดี

เอ็นเอจากแมแบบ 16S AOB (M หมายถงึ แบคทีเรียจากตัวกลาง และ F หมายถงึ แบคทีเรียจาก

ใยกรอง) 

  

 

 

 

 

พลาสมิด Accession Max 

ident 

ชนิดของ

แบคทีเรีย 

แยกไดจาก อางอิง 

M1 AY683482.1 99% uncultured 

Nitrosomonas 

sp. 

aquarium biofilter Grommen และ

คณะ, 2005. 

M3, M8 AF272418.1 97% Nitrosomonas 

marina 

Nitrifying 

wastewater 

treatment plants 

Purkhold และ

คณะ, 2000. 

M6, M9, 

M10, M11, 

M12 

EU155078.1 98% uncultured 

Nitrosomonas 

sp. 

prawn farm 

sediment 

Ma และ Wang,    

ไมตีพิมพ 

M14 AF272424.1 99% Nitrosomonas 

sp. Nm51 

Nitrifying 

wastewater 

treatment plants 

Purkhold และ

คณะ, 2000. 

F6, F14, 

F16, F17 

EU155078.1 98% uncultured 

Nitrosomonas 

sp. 

prawn farm 

sediment 

Ma และ Wang,    

ไมตีพิมพ 

F7, F8, F9, 

F10, F12, 

F13, F15, 

F18 

AM295532.1 98% uncultured 

bacterium 

Marine 

aquaculture 

biofilm 

Foesel และคณะ, 

2008. 

F11 EF175894.1 99% uncultured 

bacterium 

activated sewage 

sludge 

Hornek และคณะ 

ไมตีพิมพ 
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4.3.4 การสกดัอารเอนเอของตะกอนแบคทีเรียจากตัวกลางในอาหารเล้ียงเชื้อ 

 สกัดอารเอนเอจากแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในอาหารเล้ียงเชื้อแลวนําไปวัดปริมาณอาร

เอนเอ ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงที่ไดคือ 0.0202 และ 0.0104 

ตามลําดับ คาการดูดกลืนแสงที่ไดเมื่อนาํไปคํานวณปริมาณอารเอนเอ จากสูตรการคํานวณความ

เขมขนของอารเอนเอ ไดปริมาณอารเอนเอ 80.8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 4.3.5 Reverse transcription และการเพิ่มจํานวน 16S rRNA โดยวิธ ีPCR  

 นําตัวอยางอารเอนเอที่สกัดไดจากขอ 4.3.4 เพิ่มจํานวนดวยปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอเรส

โดยชุด one step RT-PCR kit ที่มีเอนไซม reverse transcriptase อยูในชุดผลิตภัณฑแลว เพือ่

เปล่ียนอารเอนเอที่สกัดไดไปเปนซีดีเอ็นเอกอนเกิดปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสตอไป ไพรเมอรที่ใช

คือ CTO189f-gc และ CTO654r ผลการทดลองแสดงดังภาพที ่ 4.13 โดยพบแถบดีเอ็นเอที่

ตําแหนง 500 คูเบส ของอารเอนเอที่สกัดจากแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชื้อในชองวิง่ที ่3 แตไมพบ

แถบดีเอ็นเอจากชุดควบคุม (ไมเติมอารเอนเอ) ในขณะที่การเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิ

เมอเรสแบบไมมี Reverse transcription (ชองวิ่งที่ 4 และ 5) ไมพบแถบผลิตภัณฑ แสดงไดวา

ตัวอยางอารเอนเอที่สกัดไดเปนอารเอนเอจากแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชื้อจริง และไมมีดีเอ็นเอ

ปนเปอน 

 

 
 

ภาพที ่4.13 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสโดยวิธ ีReverse transcription ชองวิ่งที่ 1 100 คู

เบส DNA ladder ชองวิง่ที่ 2 และ 3 เปนชุดควบคุมและอารเอนเอจากแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได 

ตามลําดับ ชองวิง่ที ่ 4 และ 5 เปนผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสที่ไมม ี Reverse 

transcription โดยเปนชุดควบคุมและอารเอนเอจากแบคทีเรียของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได 

ตามลําดับ 

 

 

 1        2        3       4        5 
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 จากผลการทดลองในขอ 4.3.4 สามารถบอกไดวาผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของอารเอน

เอที่พบนัน้ เปนอารเอนเอจากตัวอยางแบคทีเรียในกลุมของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย โดยใชไพรเมอร 

CTO189f-gc และ CTO654r เชนเดียวกับการทาํปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสของดีเอ็นเอดังการ

ทดลองขอ 4.3.2.2 แสดงวาในอาหารเล้ียงเชื้อจากขอ 4.2 นั้น มีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงและ

แบคทีเรียดังกลาวมีชวีิตและมีกิจกรรมในการยอยสลายแอมโมเนยีไดจริง   

 
4.4 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดในน้ําเสยีสังเคราะห 
 
 การทดลองนี้เปนการทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 3 เดือน 

ในน้าํเสียสังเคราะห โดยเกบ็ตัวอยางทกุช่ัวโมงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อศึกษาชวงเวลาในการ

ลดลงของปริมาณแอมโมเนยี สําหรับใชเปนแนวทางในการศึกษาอัตราเร็วของการบําบัดน้ําเสียที่มี

แอมโมเนยีดวยแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดในการทดลองถดัไป โดยนําแบคทีเรียที่ผานการเล้ียงเช้ือใน

อาหารเหลวจากขอ 4.2 มาทดสอบประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรตในน้ําเสีย

สังเคราะห โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อเหลวแทนน้ําเสียสังเคราะห ใสแบคทีเรียที่ตรึงอยูบนตัวกลาง 20 

ลูก ตอขวดอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 1 ขวด ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมแอมโมเนียประมาณ 5 

มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได ในการเพาะเลีย้ง

สัตวน้ําโดยทัว่ไปพบวา ปริมาณแอมโมเนียที่พบในน้าํมีคาไมเกนิ 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร 

อยางไรก็ตามในการเล้ียงกุงแบบหนาแนนและใชระบบหมุนเวียนน้าํ ถาไมมีการบําบัดแอมโมเนีย 

จะสามารถเกดิการสะสมของแอมโมเนียไดสูงข้ึน ดังนัน้จึงทดสอบแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดกับการ

บําบัดแอมโมเนียที่ความเขมขนสูงกวา ปริมาณความเขมขนทีพ่บในน้าํจากการเพาะเล้ียงกุงทั่วไป 

ผลที่ไดพบวาแอมโมเนยีที่เติมลงไปประมาณ 5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร สามารถเปล่ียนเปนไน

ไตรตและไนเตรตไดหมดภายในเวลาประมาณ 13 ชั่วโมง และปริมาณความเขมขนของไนไตรต

หายไปภายในเวลาประมาณ 20 ชั่วโมง ผลการทดสอบประสิทธิภาพแสดงดังภาพที่ 4.14 แสดงวา

แบคทีเรียทัง้สองกลุมคือ AOB และ NOB สามารถมีกจิกรรมในน้าํเสียสังเคราะหไดและชวงเวลาที่

สามารถบําบัดแอมโมเนียไดหมด คือ 13 ชั่วโมง 
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ภาพที ่ 4.14 ประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนยี และไนไตรต ในน้าํเสียสังเคราะห ของแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงได ( , , ,  แสดงไนเตรต ไนไตรต แอมโมเนยี และ แอมโมเนยีในชุดควบคุมที่

ไมมีแบคทีเรีย ตามลําดับ) 

 
4.5 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดในน้ําเสยีจริง 
 

4.5.1 ประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรตในน้าํเสียจริง 

การทดลองนี้เปนการทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในน้ําเสียจริง โดยเก็บ

ตัวอยางทกุชั่วโมงเปนเวลา 20 ชั่วโมง เชนเดียวกับการทดลองขอ 4.4 ทดสอบประสิทธิภาพในการ

บําบัดแอมโมเนียและไนไตรตของแบคทีเรียในน้าํเสียจริง จากระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบ

หมุนเวียนน้ํา ของศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลย ี ชีวภาพทางทะเล พบวามีปริมาณ

แอมโมเนยีนอยกวา 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ดังนั้นจงึทําการเติมแอมโมเนยีไนโตรเจนลงใน

น้ําเสียจริงดังการทดลองในน้ําเสียสังเคราะหในชัว่โมงที ่ 4 เพื่อศึกษาชวงเวลาในการลดลงของ

แอมโมเนยี ผลการทดลองพบวาน้าํเสียจริงมีปริมาณแอมโมเนยีตํ่า (นอยกวา 0.5 มิลลิกรัม

ไนโตรเจนตอลิตร) แตมีปริมาณไนไตรตสะสมอยูคอนขางสูง (ประมาณ 6.5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ

ลิตร) และเม่ือเล้ียงเชื้อตอไปจนถึงชั่วโมงที่ 3 พบวาปริมาณแอมโมเนียลดลงจนใกลหมด และ

ปริมาณไนไตรตเพิ่มข้ึนเล็กนอย จากการทดสอบประสิทธิภาพในน้าํเสียสังเคราะหพบวาแบคทีเรีย

ที่เพาะเล้ียงไดสามารถยอยสลายแอมโมเนยีและไนไตรตได ดังนั้นเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดบนตัวกลางในการบําบัดแอมโมเนียในน้าํเสียจริง จงึทาํการเติมแอมโมเนยี

ลงในน้ําเสียจริงในช่ัวโมงที ่ 4 ในชั่วโมงที่ 4 พบวาปริมาณไนไตรตจากช่ัวโมงที่ 3 ลดลงอยาง

รวดเร็ว อาจเนื่องมาจากกิจกรรมของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรตที่มีบทบาทมากขึ้นภายหลัง
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จากการปรับตัวในน้ําเสียจริง ปริมาณแอมโมเนยีทีเ่ติมลงไปลดลงหมดภายในเวลาประมาณ 10 

ชั่วโมง นับจากการเติมแอมโมเนยีประมาณ 5.5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ในชั่วโมงที่ 4 และ

ปริมาณไนไตรตสามารถลดลงหมดภายในเวลาประมาณ 20 ชั่วโมง ดังภาพที่ 4.15 แสดงวาไนทริ

ฟายอิงแบคทีเรียสามารถมีกจิกรรมในน้าํเสียจริงได และชวงเวลาในการบําบัดแอมโมเนียคือ 10 

ชั่วโมง 

 
ภาพที ่ 4.15 ประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนยี และไนไตรต ในน้าํเสียจริง ของแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงได ( , , ,   แสดงไนเตรต ไนไตรต แอมโมเนยี และแอมโมเนยีในชุดควบคุมที่ไม

มีแบคทีเรีย ตามลําดับ) 

 

 จากประสิทธภิาพของการบาํบัดแอมโมเนยี และไนไตรต ในน้าํเสียทัง้สองชนิดพบวา การ

บําบัดแอมโมเนียในน้าํเสียจริงใชเวลานอยกวาการบําบัดแอมโมเนยีในน้ําเสียสังเคราะห ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากสภาวะของสารอาหารในนํ้าเสียจริงมีองคประกอบ เชน สารอาหาร หรือสารเคมีอ่ืนๆ 

ที่เหมาะสมกบัการทาํงานของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงมากกวาในน้ําเสียสังเคราะห ทาํให

แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได มีกิจกรรมการบําบัดแอมโมเนียในน้าํเสียจริงไดดีกวาน้ําเสียสังเคราะห 

ดังนัน้จากผลการทดลองนีส้ามารถบอกไดวาในน้ําเสียจริง แบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดก็ยงัคงมี

ประสิทธิภาพในการบําบัดไดดี ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปใชงานจริงในอนาคต 

 

4.5.2 อัตราการยอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจน  

การศึกษาอัตราการยอยสลายของแอมโมเนียไนโตรเจน ของแบคทีเรียบนตัวกลางจาก

อาหารเล้ียงเชือ้ เพื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนตัวกลางจากอาหารเล้ียงเชื้อกับ

งานวิจยัอ่ืน ๆ โดยเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อที่มคีวามเขมขนของแอมโมเนียเปน 1, 3, 5, 10 
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และ 15 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร แลวนาํผลการบําบัดแอมโมเนียตอเวลา (ภาคผนวก) ที่ไดมา

คํานวณหาอัตราเร็วของการยอยสลายเปรียบเทยีบกับพืน้ที่และเวลา ซึ่งพืน้ที่ของตัวกลาง 1 ลูก 

คือ 0.000894 ตารางเมตร (มนวกิานต, 2551) และในปริมาตร 1 ลิตร มีตัวกลางประมาณ 926 

ลูก ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.16 จากรูปพบวาอัตราเร็วสูงสุดในการยอยสลายแอมโมเนยี

ของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดคือ 67.9 mg-N/m2/h เมื่อผานการเล้ียงเช้ือเปนระยะเวลาประมาณ 4 

เดือน จากงานวิจยัของ Tal และคณะ (2003) ที่ศึกษาอัตราการยอยสลายแอมโมเนีย ในระบบ

บําบัดน้าํเสียแบบหมนุเวยีนน้ําแบบปดของไบโอฟลมบนตัวกลาง polyethylene beads โดยใส

ตัวกลางในระบบบําบัดน้าํ ซึ่งเปนถังขนาด 2 ลูกบาศกเมตร ที่ตอกบับอเล้ียงปลาทะเล มนี้ําเขา

ตลอดเวลา เรียกระบบนีว้า high organic load เดินระบบเปนเวลา 4 เดือน แลวยายตัวกลาง

ทั้งหมดมาใสในถงัขนาด 5 ลิตร ที่ไมตอกับบอเล้ียงปลาทะเล เติมแอมโมเนยีมคลอไรด 5 มิลลิกรัม

ไนโตรเจนตอลิตร ทุกวัน เรียกระบบนีว้า low organic load พบวาระบบบําบัดที่เปน low organic 

load มีอัตราการยอยสลาย 31.5 mg NH–N/m2/h ในขณะที่ระบบบําบัดที่เปน high organic load 

มีอัตราการยอยสลาย 25 mg NH–N/m2/h แสดงวาแบคทีเรียบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงไดจากอาหาร

เล้ียงเชื้อเหลวของการศึกษานี้ มีประสิทธภิาพดีกวา ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากตัวกลาง BCN 009 ที่ใช 

มีพื้นที่ผวิ 828 ตารางเมตรตอลูกบาศกเมตร ซึ่งมากกวาพื้นที่ผิวของ polyethylene beads ของ 

Tal และคณะ (2003) เมื่อมีพื้นที่ผวิใหแบคทีเรียสามารถเกาะไดมากกวา ประสิทธิภาพของการ

บําบัดจึงดีกวา (Mizuno และคณะ, 2005) รวมทัง้ในตอนเร่ิมเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือจาก

การทดลองขอ 4.2 ไดเติมแอมโมเนยี 100 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ในการกระตุนการเจริญของ

แบคทีเรีย ในขณะที ่Tal และคณะ (2003) ใชน้าํเสียจากบอเล้ียงปลาซึง่มีแอมโมเนียนอยกวา อาจ

ทําใหแบคทีเรียมีกิจกรรมในการบําบัดแอมโมเนยีดีกวา  จากผลการทดลองนี้บงบอกไดวา

แบคทีเรียบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงไดนีน้าจะสามารถนาํไปใชในการบาํบัดแอมโมเนยีในน้าํเสียจริง

ไดจริง  
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ภาพที ่4.16 อัตราการยอยสลายของแอมโมเนียไนโตรเจนในน้ําเสียจริงของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียง

ได 

 
4.6 การรกัษาสภาพหัวเชือ้ 

ทดสอบการเกบ็เซลลตรึงบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวที่เติม 15% กลีเซอรอล 

เชนเดียวกับการทดลองของ Vogelsang และคณะ (1999) เพื่อรักษาสภาพของเซลลแบคทีเรียให

ถูกทาํลายจากสภาวะแวดลอมภายนอกเซลลนอยที่สดุ เก็บเชื้อในสภาวะตางกนั 3 สภาวะ คือ 

เก็บที่อุณหภูมหิอง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วนั 

แลวนํามาทดสอบประสิทธภิาพการยอยสลายแอมโมเนีย ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.17 จาก

รูปพบวาเมื่อนาํตัวกลางที่มีเซลลตรึงอยู 5 ลูก มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเช้ือรวมกับตัวกลางใหมอีก 

15 ลูก เมื่อผานไป 24 ชั่วโมง แบคทีเรียสามารถยอยสลายแอมโมเนียความเขมขนประมาณ 1 

มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตรไดหมด และหัวเชื้อที่เกบ็ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส สามารถลด

ปริมาณแอมโมเนียได โดยพบวาปริมาณแอมโมเนยีที่เหลืออยูที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส คือ 

0.0017 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ในขณะที่หวัเชื้อที่เก็บที่อุณหภูมหิองและที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส มีปริมาณแอมโมเนียเหลืออยู 0.0193 และ 0.04 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ตามลําดับ  
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ภาพที ่ 4.17 การบําบัดแอมโมเนยีของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดเมื่อผานการเก็บรักษาหัวเชื้อเปน

เวลา 7 วนั ทีอุ่ณหภูมิหอง (RT), 4 องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส กราฟลายเสน แสดง

ปริมาณแอมโมเนียที่เติมไปคร้ังแรก กราฟสีดําลวน แสดงปริมาณแอมโมเนยีเม่ือบําบัดผานไป 24 

ชั่วโมง 

 

จากผลการทดลองแสดงวาวธิีการนี้สามารถใชเก็บรักษาหัวเชื้อแบคทีเรียได เนื่องจากเมื่อ

ผานการเก็บเช้ือในอาหารเหลวที่เติม 15% กลีเซอรอล  เปนระยะเวลา 7 วนั แลวนาํหวัเชื้อ

แบคทีเรียมาเล้ียงใหมแบคทีเรียยงัคงมีประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีอยู ดังผลการทดลอง

ขางตน และเมื่อเล้ียงตอไปในขวดอาหารเล้ียงเชื้อ เติมแอมโมเนยี 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตรทุก

วัน เปนเวลา 2 สัปดาหสามารถเหน็ตะกอนสีน้าํตาลเกาะอยูบนตัวกลางไดอยางชัดเจน ซึง่ตะกอน

สีน้ําตาลนี้มีลกัษณะเดียวกนักับตะกอนทีพ่บจากการทดลองขอ 4.2 อยางไรก็ตามการเก็บรักษา

หัวเชื้อในการทดลองนี้ใชเวลาในการเก็บไมนาน จงึอาจไมเหน็ความแตกตางของประสิทธิภาพ

ภายหลังการเก็บรักษามากนัก ดังนัน้การรักษาหวัเชื้อแบคทีเรียใหมีประสิทธิภาพในการบําบัด

แอมโมเนยีอยูเสมอ สามารถทําไดโดยใสตัวกลางทีม่ีแบคทีเรียเกาะอยู 5 ลูก ตออาหารเล้ียงเชื้อ

เหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร 1 ขวด ที่มีตัวกลางใหม 15 ลูก เขยาที่ความเร็วรอบ 130 rpm เล้ียงใน

อาหารเหลวที่เติมแอมโมเนยีทุกวนั เปนเวลาอยางนอย 2 สัปดาห ก็สามารถเพิ่มจาํนวนหวัเชื้อได 

เนื่องจากงานวิจัยของ สรวศิ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) พบวาในการเตรียมตัว

กรองชีวภาพทีม่ีแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพยึดเกาะอยูนัน้ ตองใชระยะเวลาในการเตรียมตัวกรอง

ชีวภาพนานประมาณ 1 เดือน ถงึจะสามารถนาํมาใชในระบบบําบัดน้ําแบบหมุนเวียนน้าํได ซึ่งถา

มีหัวเชื้อแบคทเีรียแลวสามารถชวยลดระยะเวลาในการเตรียมตัวกรองชีวภาพลงได ซึง่จะเปน
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ประโยชนตอการใชแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ในบอบําบัดน้าํเสียของระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําใน

อนาคตตอไป 



บทที่ 5  
 

สรุปผลการทดลอง 

 

 การคัดแยกและพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง จากระบบหมุนเวียนน้ํา

เพื่อการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงในอดีต พบวายังมีขอจํากัดอยูมาก ทั้งนี้

เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้เปนแบคทีเรียที่โตชา เมื่อเทยีบกับแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดทั่วไป รวมทั้ง

เปนแบคทีเรียที่ไมทนตอสภาวะแวดลอมที่เปล่ียนแปลงไปจากเดิม (Tal และคณะ, 2003) อยางไร

ก็ตาม แบคทีเรียกลุมนี้จัดวาเปนกลุมที่มบีทบาทในการยอยสลายแอมโมเนยีและไนไตรตไดดีที่สุด 

เมื่อเปรียบเทยีบกับแบคทีเรียกลุม heterotroph (Antony และ Philip, 2006) ดังนัน้ในระบบบาํบัด

น้ําเสียแบบไนตริฟเคชัน เชน ระบบบําบัดน้ําเสียแบบหมุนเวียนน้ํา (RAS) จึงตองการใชแบคทีเรีย

กลุมนี้ในการบําบัด การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงในระบบบําบัดน้าํเสีย จากระบบ

เพาะเล้ียงกุงแบบหมนุเวยีนน้ําในประเทศไทย โดยสุธาสินี อวมจนัทร (2546) โดยใชไบโอบอล 

(bioball) เปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดเกาะ พบแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงและแบคทีเรียกลุมที่ไม

สามารถเพาะเลี้ยงได ในน้ําทะเลเร่ิมตนกอนเขาสูถงัปฏิกรณไนทริฟเคช่ัน และบางชนิดยังคงพบได

ตลอดการทดลอง และในการทดลองของสรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) ได

ทําการเพาะเล้ียงกุงเปนเวลากวา 1 ป ในระบบหมนุเวยีนน้าํทะเลแบบปดที่มีระบบบําบัดน้าํแบบ 

Nitrification Biofilter ซึง่ใชใยกรองไบโอโพลีมาเปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดเกาะ พบวาสามารถ

บําบัดแอมโมเนียและไนไตรตไดเปนอยางดี การศึกษาแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงเพื่อใหรูถงึ

สภาวะที่เหมาะสมสําหรับใชในการเล้ียงเชือ้ จึงเปนสิ่งจําเปนสําหรับการพัฒนาเทคนิคในการ

บําบัดน้าํเสียจากการเพาะเล้ียง โดยเฉพาะน้ําเสียจากระบบหมนุเวยีนน้ําทะเลแบบปด ที่มีปริมาณ

แอมโมเนยีในระบบตลอดเวลา ดังนัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไดมีการพฒันาเทคนิคในการเพาะเล้ียง

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง โดยดัดแปลงอาหารเล้ียงเช้ือและเติมตัวกลางพลาสติกเพือ่เพิ่มพืน้ที่ให

แบคทีเรียยึดเกาะ และมีการเติมอาหารเลี้ยงกุงเพื่อเลียนแบบสภาวะจริงในบอบําบัดน้ําเสีย ผล

การทดลองสามารถสรุปไดวา 

1. จากการทดลองพบวาเมือ่ผานการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 เดือน สังเกตเห็นไบโอฟลมสี

น้ําตาลบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเชื้อ และเม่ือนําตัวกลางที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อมาวิเคราะห

การเจริญบนตัวกลางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด พบวามีเซลลเกาะบน

ตัวกลางเปนกลุม ๆ เมือ่นําตัวกลางทีไ่ดถายลงในอาหารเล้ียงเช้ือใหมที่เติมแอมโมเนยีที่ความ

เขมขน 2, 5 หรือ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ทุกวัน ปริมาณแอมโมเนยีก็สามารถลดลงจนหมดภายใน 1 

วัน ไดทกุความเขมขน ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ ปริมาณแอมโมเนยีไมลดลง แสดงให



 
75 

เห็นวามีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงเจริญเปนไบโอฟลมบนตัวกลาง แสดงใหเหน็วาสูตรอาหารที่

คัดเลือกไดซึ่งประกอบดวยอาหารกุง 90 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคารบอเนต 300 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาคผนวก ก) และวิธีการในการ

เพาะเล้ียงนี้สามารถใชเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรีย และแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียง

ไดบนตัวกลางจากอาหารเล้ียงเชื้อนี้ สามารถยอยสลายแอมโมเนยีในน้าํเสียจริงได 

2. ในการเปรียบเทยีบชนิดของแบคทีเรียบนตัวกลางจากอาหารเล้ียงเชื้อกับแบคทีเรียจาก

ใยกรองในบอบําบัดน้าํเสียของระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบหมนุเวยีนน้ํา    ผลการวิเคราะหลําดับ

นิวคลีโอไทดพบวามีแบคทีเรียกลุมที่เหมือนกนัคือ Uncultured Nitrosomonas sp. 

(EU155078.1) แสดงวาวธิีการและอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการทดลองนี ้ สามารถใชเพาะเล้ียง

แบคทีเรียในกลุม AOB ที่เดนในระบบบาํบัดน้ําเสียนี้ได  

3. การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนตัวกลางที่ผานการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 เดือน

ในน้าํเสียสังเคราะหและน้ําเสียจริง ที่ความเขมขนของแอมโมเนยีประมาณ 5 มลิลิกรัมตอลิตร 

พบวาน้าํเสียทัง้สองชนิดมีความเขมขนของแอมโมเนียและไนไตรตลดลงจนหมดภายใน 20 ชั่วโมง 

ในการคิดอัตราการยอยสลายแอมโมเนียของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดนี ้ พบวามอัีตราการยอย

สลาย 67.9 mg-N/m2/h ซึ่งสูงกวางานวิจยัอ่ืน ๆ เชน Tal และคณะ (2003)  

4. การเก็บรักษาหวัเชื้อแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดเปนเวลา 1 สัปดาห พบวาแบคทีเรียที่เก็บ

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส มีกจิกรรมการยอยสลายแอมโมเนียดีที่สุด ทั้งนี้การรักษาหวัเชื้อ

แบคทีเรียใหมปีระสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีอยูเสมอ สามารถทาํไดโดยใสตัวกลางทีม่ี

แบคทีเรียเกาะอยู 5 ลกู ตออาหารเล้ียงเชื้อเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร 1 ขวด ที่มีตัวกลางใหม 

15 ลูก เขยาที่ความเร็วรอบ 130 rpm เล้ียงในอาหารเหลวที่เติมแอมโมเนยีทกุวนั เปนเวลาอยาง

นอย 2 สปัดาห ก็สามารถเพิ่มจํานวนหัวเชื้อได ดังนัน้วธิีการเล้ียงเชื้อนี้จงึสามารถใชเล้ียง

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงไดจริง และแบคทีเรียกลุมนี้ยงัคงมีบทบาทในการยอยสลายแอมโมเนีย

ไดเมื่อผานการเกบ็รักษาหัวเชื้อ ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปใชในการบาํบัดน้ําเสียจากการ

เพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมนุเวียนน้าํในอนาคตตอไป 
 
ขอเสนอแนะสําหรบังานวจิัยตอไป 

1. งานวิจยันี้ใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลศึกษาแบคทีเรียไนทริฟายอิง กลุมออกซิไดซ
แอมโมเนยี (AOB) เนื่องจากแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยีมคีวามสําคัญเปน

อันดับแรก ในการยอยสลายสารประกอบไนโตรเจนจากการเล้ียงกุง ในขณะที่ไนทริ

ฟายองิแบคทีเรียอีกกลุมคือ แบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต (NOB) ไมไดมี

การศึกษาอยางจริงจงั เนื่องจากเปนแบคทีเรียทีม่ีบทบาทภายหลังจากแบคทีเรียกลุม
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ออกซิไดซแอมโมเนยี อยางไรก็ดีผลการวจิัยนีพ้บวาปริมาณไนไตรตที่เพิม่ข้ึนหลังการ

ออกซิไดซแอมโมเนยี จะมีคาลดลงเม่ือเวลาผานไป ทัง้ในนํ้าเสียสังเคราะหและน้ําเสีย

จริง แสดงวามีแบคทเีรียกลุมออกซิไดซไนไตรตอยูรวมกับแบคทเีรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยีบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงได ดังนั้นในการศึกษาข้ันตอไปจึงควรมีการศึกษา

แบคทีเรียกลุมนี้แบบเจาะจงมากข้ึน เชน การศึกษาแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต

ของ Spieck และคณะ (2006) ที่ศึกษาวิธีการในการเพาะเล้ียง Nitrospira-like 

bacteria ซึ่งเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดมากอนไดสําเร็จ แตก็ใช

ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงยาวนาน หรือการใชเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลมาชวยใน

การศึกษาแบคทีเรียกลุมนี ้ เชนงานวิจัยของ Wertz และคณะ (2008) ที่ไดพฒันา

เทคนิค PCR-DGGE สําหรับใชศึกษาโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในกลุม 

Nitrobacter-like bacteria โดยใชดีเอนเอแมแบบจับที่ตําแหนง partial nrxA gene 

sequences (Nb-nxrA) 

2. ในงานวิจัยนี้ไมสามารถคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์ของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย บนอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งได เนือ่งจากในข้ันตอนการถายโคโลนีเด่ียวลงอาหารจานใหม ไมพบการเจริญ

ของแบคทีเรีย ทั้งนี้ Juretschko และคณะ (1998) ไดศึกษา nitrifying activated 

sludge จากระบบบําบัดน้าํเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยวิธ ีFISH พบวาแบคทีเรีย

กลุมออกซิไดซแอมโมเนยีและแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต อยูรวมกันเปนกลุม

ประชากร แสดงถึงความสัมพันธทีเ่กื้อหนนุกนั การศึกษาถึงความสัมพันธของ

แบคทีเรียทัง้สองกลุมจะชวยใหเขาใจถงึกิจกรรมของแบคทีเรียแตละกลุม  แลวนาํมา

เปนขอมูลในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มสีารเคมีตาง ๆ ที่จาํเปนตอการเจริญของ

แบคทีเรียแตละกลุม และการคัดเลือกสภาวะในการเพาะเล้ียงที่เหมาะสม สําหรับใช

คัดแยกโคโลนเีด่ียวของแบคทีเรีย เพื่อนาํไปศึกษาถึงลักษณะและกิจกรรมของ

แบคทีเรียแตละชนิดไดอยางชัดเจน 

3. การเกบ็รักษาสภาพหัวเชื้อของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงได ใชระยะเวลาในการเก็บรักษา
สั้น ทาํใหไมสามารถเหน็ขอแตกตางของระยะเวลาและประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่

ผานการเก็บรักษาสภาพหัวเชื้อมากนัก ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงควรเพิ่ม

ระยะเวลาในการเก็บรักษาสภาพหัวเชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได เพื่อแสดงใหเหน็ถึง

ความเหมาะสมของวิธกีารเก็บรักษาหัวเชือ้สําหรับนาํไปใชงานในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุมไนตริฟายอิง 
1. อาหารเลีย้งเชื้อแข็งสาํหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย 

แอมโมเนยีมเปอซัลเฟต ((NH4)2SO4)    100  มิลลิกรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     50  มิลลิกรัม  

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)     300  มิลลิกรัม 

chelated metals solution             1  มิลลิลิตร 

แบคโตอะการ (bacto agar)        15 กรัม 

 sea water              1 ลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมด นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
Chelated metals solution:  
โคบอลคลอไรด (CoCl2.6H2O)     0.004  กรัม  

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)     0.004  กรัม  

เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O)     1.0  กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)       0.3  กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O)     0.6  กรัม  

โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O)    0.15  กรัม  

Ethylenediaminetetraacetate (EDTA)    6.0  กรัม  

 น้ํากล่ัน         1  ลิตร 

 
2. อาหารเลีย้งเชื้อแข็งสาํหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 

โซเดียมไนไตรต (NaNO2)      100  มิลลิกรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)      25  มิลลิกรัม 

โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3)     300  มิลลิกรัม 

แบคโตอะการ (bacto agar)        15 กรัม 

chelated metals solution             1  มิลลิลิตร 

 sea water              1 ลิตร 
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 ละลายสวนผสมทั้งหมด นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
3. อาหารเลีย้งเชื้อเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุมไนตรฟิายอิง 

อาหารกุง         90 มิลลิกรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     50  มิลลิกรัม  

โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3)       50  มิลลิกรัม 

chelated metals solution             1  มิลลิลิตร 

 sea water              1 ลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมด นาํไปกรองผานกระดาษกรอง whatman No.4 นึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
stock แอมโมเนียไนโตรเจน (NH4-N) 1,000 มิลลกิรัมตอลิตร 
แอมโมเนยีมเปอซัลเฟต ((NH4)2SO4)    471.4  มิลลิกรัม 

ละลายแอมโมเนียในโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวที่กรองแลวปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) pH 7.0 
 ทริปโตน (Tryptone)      10  กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)      5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      10 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน และปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา

เช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria Bertani (LB) pH 7.0 
 เติมผงวุน 15 กรัม ในอาหารเหลว LB pH 7.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  SOC 
 สารละลาย A 
 ทริปโตน (Tryptone)      20 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    5 กรัม 
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 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      0.58 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4•7H2O)    2.46 กรัม 

แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl)     2 กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)     0.18 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน และปรับปริมาตรเปน 980 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 สารละลาย B 

กลูโคส (Glucose)      3.6  กรัม 

น้ําปลอดประจุ       20  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมกับน้าํปลอดประจุ จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง ผานหัว

กรอง ขนาด 0.20 ไมโครเมตร ผสมสารละลาย A และ B ทัง้หมดดวยกนั เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซยีส 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 
1. สารละลายฟนอล 
 เกล็ดฟนอล         20 กรัม 

 95% เอทานอล       200 มิลลิลิตร 

 ละลายเกล็ดฟนอลใน 95% เอทานอล จนไดสารละลายใส เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส 
 
2. สารละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซด (Na2Fe (CN)5 NO.2H2O) 
 โซเดียมไนโตรพรัสไซด (Na2Fe (CN)5 NO.2H2O)       1 กรัม 

 น้ําปลอดประจุ       200 มิลลิลิตร 

 ละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซดในน้ําปลอดประจุ เก็บสารละลายในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส สารละลายนี้มีอายุการใชงานอยางนอย 1 เดือน 
 
3. อัลคาไลนรีเอเจนต (alkaline reagent)  
สารละลาย A 

โซเดียมซิเตรต (Na3C6H5O7.2H2O)     100  กรัม  

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)          5   กรัม  

น้ําปลอดประจุ        500  มิลลิลิตร 
สารละลาย B 

Sodium hypochlorite solution (ใชสารละลายทางการคา ความเขมขนประมาณ 1.5 N)  

ผสมสารละลาย A ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และสารละลาย B ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

เตรียมสารอัลคาไลนรีเอเจนตใหมทกุคร้ังที่ใชงาน สารละลาย A เก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหปริมาณไนไตรต 
1. สารละลายซัลฟานิลาไมด (Sulphanilamide solution) 
 Sulphanilamide          5 กรัม 

 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (HCl conc.)      50 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ 

 ผสมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน ปริมาตร 50 มิลลิลิตรและน้ําปลอดประจุ เติมผงซัลฟานิลา

ไมด 5 กรัม คนจนไดสารละลายใส ปรับปริมาตรดวยน้าํปลอดประจุ ใหได 500 มิลลิลิตร 

 
2. สารละลาย N-(1-napthyl) ethylenediamine dihydrochloride (NNED: C12H14N2.2HCI) 
 NNED          0.5 กรัม 

 น้ําปลอดประจุ       500  มิลลิลิตร 

 ละลาย NNED ในน้าํปลอดประจุ เก็บสารละลายในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

สารละลายนี้มอีายุการใชงาน 1 เดือน 

 

โปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 โปรตีนเนสเค (proteinase K)       20 มิลลิกรัม 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ          1 มิลลิลิตร 

ละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) จนไดสารละลายใส  เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิ -

20 องศาเซลเซียส 

 
20% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS)  
 Sodium dodecyl sulfate       20  กรัม 

คอยๆละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต ในน้าํปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

จนไดสารละลายใส หลังจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 100 มลิลิลิตร 

 
70% เอธานอล 
 99.9% เอธานอล      700  มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ      300 มิลลิลิตร 
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สารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลโิมลาร     
 Tris base (C4H11NO3)      1.2 กรัม 

ละลาย Tris base ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.0 

หลังจากนั้นเติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความ

ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร  
 EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)     186.1 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เติม โซเดียม

คลอไรด (NaCl) คนใหเขากัน ทิง้ใหเย็น แลวปรับ pH 8.0 หลังจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอด

เช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer 
 Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลิโมลาร    10  มิลลิลิตร 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    0.2  มิลลิลิตร 

เติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer ทีผ่สมกับ RNase A 
 TE buffer       1 มิลลิลิตร 

 RNase A       2 ไมโครลิตร 

เก็บสารละลายไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 50 เทา 
 Tris base (C4H11NO3)      242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    100  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตรปริมาตร 800 มิลลิตร แลวเติมน้าํ

ปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลลิติร 
 เอธิเดียมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร   20 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ      200 มิลลิลิตร 

ละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) จนเปนเนื้อเดียวกนั เก็บในภาชนะปดสนิทในที่มดื 

(ขณะเตรียมควรสวมถงุมือปองกันเนื่องจากเอธิเดียมโบรไมด เปนสารกอมะเร็ง) 
 
สารปฏิชวีนะแอมพิซิลิน (Ampicilin, Ap) 

แอมพิซิลิน       100 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) 
X-gal          20 มิลลิกรัม 

ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)         1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
IPTG        238 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
สีติดตาม (6X loading dye) 
 Sucrose       20   กรัม 

 Bromphenol blue (ละลาย 4 มิลลิกรัมในน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร) 12.5 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรดวย TE buffer จนได 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
5 M โซเดียมคลอไรด  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      292 กรัม 

 ละลายสารในน้ํากล่ันและปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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DNA extraction buffer 
 Tris base 1 โมลาร, pH 8     15 มิลลิลิตร

 สารละลายโซเดียมฟอสเฟต 1 โมลาร    15 มิลลิลิตร 

 สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร, pH 8.0   30  มิลลิลิตร 

 สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 โมลาร    45 มิลลิลิตร 

 CTAB 5% (w/v)       30  มิลลิลิตร 

 น้ํากล่ันปลอดประจุปลอดเช้ือ     15  มิลลิลิตร 

 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะห DGGE 
0% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       78 มิลลิลิตร 

 
100% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 ฟอรมาไมด       40 มิลลิลิตร 

 ยูเรีย        42 มิลลิลิตร 

 เติมน้ําปลอดประจุ จนไดปริมาตร100 มิลลิลิตร 

 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
 แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต      0.1 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 

ภาพที ่ค.1 กราฟมาตรฐานแอมโมเนยีไนโตรเจน 

 
 

ภาพที ่ค.2 กราฟมาตรฐานไนไตรตไนโตรเจน 
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ภาพที ่ค.3 กราฟมาตรฐานไนเตรตไนโตรเจน 
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ภาคผนวก ง 

 
ลําดับนวิคลีโอไทด 

 
ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ uncultured Nitrosomonas sp. (AY683482.1) 

  51 GTCGCATGCT CCCGGCCGCC ATGGCGGCCG CGGGAATTCG ATTCGCCGCG 

101 CGGCGGGCGG GGCGGGGGCG GAGGAAAGTA GGGGATCGAA AGACCTTGCG 

151 CTTTTGGAGC GGCCGATGTC TGATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAGGGCCTA 

201 CCAAGGCGAC GATCAGTAGT TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG 

251 ACTGAGACAC GGCCCAGACT CCTACGGGAG GCAGCAGTGG GGAATTTTGG 

301 ACAATGGGCG CAAGCCTGAT CCAGCAATGC CGCGTGAGTG AAGAAGGCCT 

351 TCGGGTTGTA AAGCTCTTTC AGTCGAGAAG AAAAGGCTGC AGTGAATAAC 

401 TGTAGTTTAT GACGGTATCG ACAGAAGAAG CACCGGCTAA CTACGTGCCA 

451 GCAGCCGCGG TAATACGTAG GGTGCGAGCG TTAATCGGAA TTACTGGGCG 

501 TAAAGGGTGC GCAGGCGGTT TTGTAAGTCA GATGTGAAAT CCCCGGGCTT 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Nitrosomonas marina (AF272418.1) 

51 GTCGCATGCT CCCGGCCGCC ATGGCGGCCG CGGGAATTCG ATTCTAGCTT 

101 TGTAGTTTCA AACGCAATTC CCAGGTTAAG CCCGGGGATT TCACATCTGA 

151 CTTACAAAGC CGCCTGCGCA CCCTTTACGC CCAGTAATTC CGATTAACGC 

201 TTGCACCCTA CGTATTACCG CGGCTGCTGG CACGTAGTTA GCCGGTGCTT 

251 CTTCTGTCGA TACCGTCATG AACTGTGATT ATTCATCACA ATCTTTTCTT 

301 CTCGACTGAA AGAGCTTTAC AACCCGAAGG CCTTCTTCAC TCACGCGGCA 

351 TTGCTGGATC AGGCTTTCGC CCATTGTCCA AAATTCCCCA CTGCTGCCTC 

401 CCGTAGGAGT CTGGGCCGTG TCTCAGTCCC AGTGTGGCTG GTCGTCCTCT 

451 CAGACCAACT ACTGATCGTC GCCTTGGTAG GCCTTTACCC CACCAACTAG 

501 CTAATCAGGC ATCGGCCACT CCAAAAGCGC AAGGTCTTAC GATCCCCTAC 
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ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ uncultured Nitrosomonas sp. (EU155078.1) 

51 GTCGCATGCT CCCGGCCGCC ATGGCGGCCG CGGGAATTCG ATTCTAGCTT 

101 TGTAGTTTCA AACGCAATTC CCAGGTTAAG CCCGGGGATT TCACATCTGA 

151 CTTACAAAGC CGCCTGCGCA CCCTTTACGC CCAGTAATTC CGATTAACGC 

201 TTGCACCCTA CGTATTACCG CGGCTGCTGG CACGTAGTTA GCCGGTGCTT 

251 CTTCTGTCGA TACCGTCATG AACTGTGATT ATTCATCACA ATCTTTTCTT 

301 CTCGACTGAA AGAGCTTTAC AACCCGAAGG CCTTCTTCAC TCACGCGGCA 

351 TTGCTGGATC AGGCTTTCGC CCATTGTCCA AAATTCCCCA CTGCTGCCTC 

401 CCGTAGGAGT CTGGGCCGTG TCTCAGTCCC AGTGTGGCTG GTCGTCCTCT 

451 CAGACCAACT ACTGATCGTC GCCTTGGTAG GCCTTTACCC CACCAACTAG 

501 CTAATCAGGC ATCGGCCACT CCAAAAGCGC AAGGTCTTAC GATCCCCTGC 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Nitrosomonas sp. Nm51 (AF272424.1) 

51 GTCGCATGCT CCCGGCCGCC ATGGCGGCCG CGGGAATTCG ATTCTAGCTT 

101 TGTAGTTTCA AACGCAATTC CCAGGTTAAG CCCGGGGATT TCACATCTGA 

151 CTTACAAAGC CGCCTGCGCA CCCTTTACGC CCAGTAATTC CGATTAACGC 

201 TTGCACCCTA CGTATTACCG CGGCTGCTGG CACGTAGTTA GCCGGTGCTT 

251 CTTCTGTCGA TACCGTCATG AACTGTGATT ATTCATCACA ATCTTTTCTT 

301 CTCGACTGAA AGAGCTTTAC AACCCGAAGG CCTTCTTCAC TCACGCGGCA 

351 TTGCTGGATC AGGCTTGCGC CCATTGTCCA AAATTCCCCA CTGCTGCCTC 

401 CCGTAGGAGT CTGGGCCGTG TCTCAGTCCC AGTGTGGCTG GTCGTCCTCT 

451 CAGACCAACT ACTGATCGTA GCCTTGGTAG GCGTTTACCC CACCAACTAG 

501 CTAATCAGGC ATCGGCCGCT CCAGAAGCGC AAGGTCTTAC GATCCCCTGC 
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ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ uncultured bacterium (AM295532.1) 

51 GTCGCATGCT CCCGGCCGCC ATGGCGGCCG CGGGAATTCG ATTCTAGCCT 

101 TGTAGTTTCA AACGCAATTC CCAGGTTAAG CCCGGGGATT TCACATCTGA 

151 CTTACAAAAC CGCCTGCGCA CCCTTTACGC CCAGTAATTC CGATTAACGC 

201 TCGCACCCTA CGTATTACCG CGGCTGCTGG CACGTAGTTA GCCGGTGCTT 

251 CTTCTGTCGA TACCGTCATA AACTACAGTT ATTCACTGCA GCCTTTTCTT 

301 CTCGACTGAA AGAGCTTTAC AACCCGAAGG CCTTCTTCAC TCACGCGGCA 

351 TTGCTGGATC AGGCTTGCGC CCATTGTCCA AAATTCCCCA CTGCTGCCTC 

401 CCGTAGGAGT CTGGGCCGTG TCTCAGTCCC AGTGTGGCTG GTCGTCCTCT 

451 CAGACCAACT ACTGATCGTC GCCTTGGTAG GCCCTTACCC CACCAACTAG 

501 CTAATCAGAC ATCGGCCGCT CCAAAAGCGC AAGGTCTTTC GATCCCCTGC 

551 TTTCCTCCGC CCCCGCCCCG CCCGCCGCGC GGCGAATCAC TAGTGAATTC 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ uncultured bacterium (EF175894.1) 

51 TCGCATGCTC CCGGCCGCCA TGGCGGCCGC GGGAATTCGA TTCGCCGCGC 

101 GGCGGGCGGG GCGGGGGCGG AGGAAAGCAG GGGTTCGAAA GACCTTGCGC 

151 TTTTGGAGCG GCCGATGTCT GATTAGCTAG TTGGTGGGGT AAGGGCCTAC 

201 CAAGGCGACG ATCAGTAGTT GGTCTGAGAG GACGACCAGC CACACTGGGA 

251 CTGAGACACG GCCCAGACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATTTTGGA 

301 CAATGGGCGC AAGCCTGATC CAGCAATGCC GCGTGAGTGA AGAAGGCCTT 

351 CGGGTTGTAA AGCTCTTTCA GTCGAGAAGA AAAGGCTGCA GTGAATAACT 

401 GTAGTTTATG ACGGTATCGA CAGAAGAAGC ACCGGCTAAC TACGTGCCAG 

451 CAGCCGCGGT AATACGTAGG GTGCGAGCGT TAATCGGAAT TACTGGGCGT 

501 AAAGGGTGCG CAGGCGGTTT TGTAAGTCAG ATGTGAAATC CCCGGGCTTA 
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ภาคผนวก จ 
 

อัตราการยอยสลายแอมโมเนีย 
 

ภาพที ่ฉ.1 ปริมาณแอมโมเนียความเขมขนตาง ๆ ที่ลดลงตอเวลา 

 
ตารางที่ 1 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 

0 1.140129 1.161856 1.16496 1.155648 0.013529 

1 0.830784 0.81423 0.822507 0.822507 0.008277 

2 0.466605 0.481089 0.473847 0.473847 0.007242 

3 0.190366 0.185193 0.192436 0.189332 0.00373 

4 0.095183 0.091045 0.099322 0.095183 0.004138 

5 0.053282 0.053799 0.053178 0.05342 0.000333 

6 0.035694 0.036004 0.036314 0.036004 0.00031 

7 0.020382 0.020899 0.020278 0.02052 0.000333 

8 0.011691 0.011898 0.011794 0.011794 0.000103 

9 0.01076 0.011174 0.010863 0.010932 0.000215 

10 0.010449 0.010346 0.009311 0.010036 0.000629 
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ตารางที่ 2 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 

0 3.186568 3.248644 3.15553 3.196914 0.047411 

1 2.420964 2.493386 2.358888 2.424413 0.067315 

2 1.70709 1.727782 1.676052 1.703641 0.026037 

3 0.900102 0.920794 0.786296 0.869064 0.072422 

4 0.455224 0.475916 0.393148 0.441429 0.043074 

5 0.15519 0.186228 0.134498 0.158639 0.026037 

6 0.031038 0.041384 0.031038 0.034487 0.005973 

7 0.010346 0.010346 0.020692 0.013795 0.005973 

8 0.010346 0.010346 0.020692 0.013795 0.005973 

9 0.010346 0.020692 0.010346 0.013795 0.005973 

10 0.020692 0.010346 0.010346 0.013795 0.005973 

 

ตารางที่ 3 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 

0 5.255768 5.193692 5.32819 5.259217 0.067315 

1 4.428088 4.438434 4.459126 4.441883 0.015804 

2 3.600408 3.590062 3.631446 3.607305 0.021537 

3 2.762382 2.803766 2.824458 2.796869 0.031608 

4 1.955394 1.903664 1.86228 1.907113 0.046653 

5 1.003562 0.941486 0.993216 0.979421 0.033258 

6 0.610414 0.548338 0.527646 0.562133 0.043074 

7 0.25865 0.289688 0.248304 0.265547 0.021537 

8 0.144844 0.165536 0.124152 0.144844 0.020692 

9 0.082768 0.062076 0.041384 0.062076 0.020692 

10 0.020692 0.010346 0.010346 0.013795 0.005973 
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ตารางที่ 4 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 

0 10.57361 10.71846 10.94607 10.74605 0.187754 

2 8.463028 8.369914 8.514758 8.449233 0.073401 

4 6.25933 6.166216 6.393828 6.273125 0.114431 

6 4.521202 4.39705 3.31072 4.076324 0.665932 

8 2.462348 2.348542 2.420964 2.410618 0.057604 

10 1.127714 1.055292 1.169098 1.117368 0.057604 

12 0.77595 0.682836 0.765604 0.741463 0.051036 

24 0.020692 0.010346 0.031038 0.020692 0.010346 

 

ตารางที่ 5 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 

0 15.52935 15.46727 15.56038 15.519 0.047411 

2 13.91537 13.64637 13.7188 13.76018 0.139191 

4 11.42198 11.35991 11.37025 11.38405 0.033258 

6 9.114826 9.05275 9.073442 9.080339 0.031608 

8 7.283584 7.19047 7.200816 7.224957 0.051036 

10 5.441996 5.359228 5.410958 5.404061 0.041813 

12 3.683176 3.600408 3.631446 3.638343 0.041813 

24 0.227612 0.134498 0.175882 0.179331 0.046653 
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ภาพที ่ฉ.2 กราฟเสนแสดงแนวโนมปริมาณแอมโมเนียความเขมขนตาง ๆ ที่ลดลง 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวกัลยสุดา ดวงศรีแกว เกิดเมื่อวนัพฤหัสบดีที ่15 กนัยายน 2526 ที่จังหวัดลพบุรี ไดรับ

ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา ในป

การศึกษา 2548 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศึกษา 2551 ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 87/9 

หมูที ่1 ถนนพหลโยธิน ตําบลเขาสามยอด อําเภอเมือง จังหวัดลพบุรี 15000 

 ผลงานวิจยันี้ไดนําเสนอทีง่านประชุมวิชาการ Commemorative International Conference : 

Sustainable Development to Save the Earth, Bangkok, Thailand 7-9 เมษายน 2552 จัดโดย 

King Mongkut’s University of Technology Thonburi. 
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