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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

 

A260  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความความคล่ืน 260 นาโนเมตร 

A280  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความความคล่ืน 280 นาโนเมตร 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบหมุนเวยีนน้าํ (Recirculating aquaculture system) เปนระบบที่

มีการหมุนเวียนน้าํกลับมาใชใหม โดยน้ําเสียจะมีการบําบัดโดยผานกระบวนการบําบัดโดยวิธทีาง

กายภาพและชีวภาพกอนนาํมาใชใหม (Losordo และคณะ, 1998) กระบวนการบําบัดทางชวีภาพ

ประกอบดวยตัวกลางท่ีมีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงยดึเกาะอยู และทําหนาที่ในการบาํบัดแอมโมเนยี

และไนไตรตจากระบบเพาะเล้ียง สรวิศ เผาทองศุข และ เปยมศักดิ์ เมนะเศวต (2550) รายงานวา 

ระบบหมนุเวยีนน้าํทะเลแบบปดที่มีระบบบําบัดน้าํแบบ Nitrification Biofilter ซึ่งใชใยกรองไบโอโพลี

มา และระบบ Tubular Denitrification Reactor จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ

ทางทะเล สามารถใชเล้ียงกุงกุลาดําแบบปกติ (กุง 7 ตัวตอตารางเมตร)  และแบบหนาแนน (กุง 150 

ตัวตอตารางเมตร) เปนเวลามากกวา 11 เดือน โดยไมมกีารถายน้าํออกทิง้ ตลอดระยะเวลาการทดลอง 

สามารถควบคุมความเขมขนของแอมโมเนียไมใหเกนิ 0.2 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร และไมพบการ

สะสมไนไตรตในน้าํทะเล แสดงวามีความเปนไปไดที่จะพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงจากใยกรองไบ

โอโพลีมาซ่ึงมหีนาที่บาํบัดแอมโมเนยีและไนไตรตในระบบบําบัดนี ้ อยางไรก็ดียังไมมีการจําแนกหรือ

การคัดแยกแบคทีเรียจากระบบบําบัดน้าํเสียนี ้

 การศึกษาแบคทีเรียในระบบบําบัดน้าํเสียในอดีต ทาํไดโดยใชวิธีการเพาะเล้ียงเชื้อและศึกษา

ทางดานสรีรวทิยา แตเนื่องจากขอจํากัดในการเล้ียงเชื้อทําใหในปจจบุันมีการศึกษาแบคทีเรียใชวิธีการ

ทางชีววิทยาโมเลกุลมากข้ึน ไดแก การวิเคราะหลําดับเบสของ 16S ribosomal DNA (rDNA) และ

การศึกษากลุมประชากรของแบคทีเรียในแหลงตางๆ ดวยวิธ ี DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) เชนการศึกษาของ Kowalchuk และคณะ (1997) โดยใชวธิี DGGE แลวพบ

แบคทีเรียในกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี ทีป่ระกอบดวย Nitrosomonas sp. และ Nitrosospira sp. จาก

ดินบริเวณชายฝง นอกจากนี้ยงัพบแบคทีเรียทีย่ังไมสามารถพิสูจนเอกลักษณ (unidentified) ไดอีก

หลายชนิดในกลุมเดียวกัน อีกตัวอยางไดแก Tanaka และคณะ (2003) ศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟาย

อิง ใน activated-sludge reactor พบแบคทีเรียเดน ๆ ไดแก Nitrosomonas sp. และ Nitrospira sp. 

และพบแบคทเีรียกลุมเดนหลายชนิดที่เปน uncultured bacteria เทคนิคทางโมเลกุลเหลานี้ทาํให

คนพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงใหม ๆ เพิ่มข้ึนหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได

หลากหลายกลุม 

 การคัดแยกแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงในระบบบําบัดน้าํเสียหรือในส่ิงแวดลอม ทาํไดโดย ใช

วิธีการเพาะเล้ียงเชื้อโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ และสภาวะที่แตกตางกนั แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง
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ประกอบดวย ammonia oxidizing bacteria (AOB) และ nitrite oxidizing bacteria (NOB) ซึ่งใช

สารอนินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน แบคทีเรียกลุม AOB สามารถออกซิไดซแอมโมเนียใหเปน

ไนไตรต ตัวอยางเชน Nitrosomonas, Nitrosovibrio, Nitrosococcus, Nitrolobus และ Nitrospira 

(Antony และ Philip, 2006) สวนแบคทีเรียกลุม NOB สามารถออกซิไดซไนไตรตใหเปนไนเตรต 

ตัวอยางเชน Nitrobacter, Nitrococcus และ Nitrospira (Drahos, 2006) การเพาะเล้ียงแบคทีเรีย

กลุมไนทริฟายอิงทาํไดโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือที่ประกอบดวย (NH4)2SO4 และ NaNO2 เปนแหลง

ไนโตรเจน สําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดสแอมโมเนียและแบคทีเรียกลุมออกซิไดสไนไตรตตามลําดับ 

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

(NH4)2SO4 และ NaNO2 ที่ใชในงานวิจัยตางๆ มีคาแตกตางกนั  

อยางไรก็ดีปญหาในการศึกษาและเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง คือสวนมากไม

สามารถเพาะเลี้ยงไดดวยวิธกีารด้ังเดิม เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้เจริญชาหรือไมสามารถเล้ียงไดใน

สภาวะแวดลอมที่ตางไปจากเดิม (Tal, et al. 2003) รวมทั้งเช้ือมีความไวตอส่ิงแวดลอมที่เปล่ียนแปลง

ไปอยางมาก เชน ความเค็ม (salinity) ปริมาณแสง (light intensity) และ pH เมื่อเกิดปฏิกิริยาไนทริ

ฟเคชนัจะเกิด  2H+ ดวย ทําใหเกิดกรดในระบบบําบัด เมื่อ pH มีคานอยกวา 6 จะเปนพษิตอแบคทีเรีย

กลุมนี ้จึงตองรักษาสภาวะเปนกลางโดยการใชสารไบคารบอเนต (Guisasola, et al. 2007) ปญหาอีก

อยางหนึ่งของการเล้ียงเช้ือ คือการที่ตองใชระยะเวลาในการบมนาน ในอดีตการศึกษาจํานวนของ

แบคทีเรียดวยวิธี MPN ในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีสวนประกอบดวยน้ําทะเล ตองใชระยะเวลาสูงสุด

ประมาณ 60-90 วัน (Matulewich, et al. 1975) ถึงแมวาการศึกษาการเล้ียงเชื้อในเวลาตอมา พบวา

สามารถลดระยะเวลาในการเล้ียงเชื้อเหลือประมาณ 25 วัน ก็ยงัเปนระยะเวลาที่นาน เมื่อเปรียบเทียบ

กับการเล้ียงเชือ้แบคทีเรียกลุมอ่ืน ๆ 

 การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ในระบบบําบัดน้าํเสียจากระบบเพาะเล้ียงกุงแบบ

หมุนเวียนน้ําในประเทศไทย ไดมีการศึกษาโดยสุธาสิน ีอวมจันทร (2546) พบแบคทีเรียจํานวน 5 ชนิด 

ในน้าํเสียเทียมจากถังปฏิกรณไนทริฟเคชนั โดยใชไบโอบอล (bioball) เปนตัวกลางใหแบคทีเรียยดึจับ 

นอกจากนีย้ังพบแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (uncultured) และไมสามารถจําแนกได 

(unidentified) ในน้าํทะเลเร่ิมตนกอนเขาสูถังปฏิกรณไนตริฟเคชั่น และบางชนิดยงัคงพบไดตลอดการ

ทดลอง จงึเปนทีน่าสนใจสําหรับการศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ซึ่งสวนใหญเปนกลุมที่ไม

สามารถเพาะเลี้ยงได และไมสามารถจําแนกได เพื่อสามารถนาํความรูเกี่ยวกบัชนิดของแบคทีเรียและ

วิธีการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเหลานี้ มาใชในการเพาะเลีย้งเพื่อใหไดหวัเชื้อทีม่ีประสิทธิภาพสําหรับใชใน

การบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรต  

 ดังนัน้การวิจัยในคร้ังนี ้ จึงศึกษาเกีย่วกับการจําแนกและการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุมไนทริ

ฟายอิง จากระบบเพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมุนเวียนน้ําที่ใชในการเล้ียงกุง ซึ่งมีบอบําบัดน้าํเสียแบบตัว



 

3 
กรองชีวภาพ (biofilter) ที่มใียกรองทาํหนาที่เปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดจับเปนไบโอฟลม ทําใหคาด

วาจะมีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่มีประสิทธิภาพสูง การเพาะเล้ียงแบคทีเรียจะทาํโดยปรับสูตร

อาหารเล้ียงเชือ้ที่เคยมีการรายงานมากอนใหเหมาะสมกับแบคทีเรียกลุม AOB และ NOB ยิ่งข้ึน  เชน 

การดัดแปลงชนิดและปริมาณของสารเคมทีี่ใชเปนบัฟเฟอรและแหลงคารบอน คือ NaHCO3 การเติม

ตัวกลางพลาสติกใหแบคทีเรียมีพืน้ที่เพิ่มข้ึนในการยึดเกาะ หรือการผสมอาหารกุงเขาไปในสูตรอาหาร

เล้ียงเชื้อ เพื่อเพิ่มวิตามนิและแรธาตุลงไป เนื่องจากการศึกษาของสุธาสิน ี อวมจนัทร (2546) พบวา

เมื่อเติมอาหารเล้ียงกุงในระบบบําบัดจําลองพบแบคทีเรียหลากหลายชนิด มากกวาการที่ไมเติมอาหาร

กุงในระบบ และจากงานวจิยัของ Shan และ Obbard (2001) ก็ไดมีการเติมอาหารกุง 440 มิลลิกรัม

ตอลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงทีต่รึงอยูกับ clay pellet เพื่อเลียนแบบสภาวะใน

บอเล้ียงกุง งานวิจัยนี้ไดทําการเปรียบเทยีบแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ กับแบคทีเรียที่

ตรวจพบบนใยกรองจากการเล้ียงกุงแบบหมุนเวียนน้ํา เพื่อพิสูจนวาแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดเปนชนิด

เดียวกนักับทีพ่บในระบบบาํบัดหรือไม หลังจากนัน้ทาํการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียทีคั่ดแยก

ไดตอการบําบัดแอมโมเนีย และไนไตรต ทั้งในตัวอยางน้าํเสียสังเคราะหและน้าํเสียจริง 
 
วัตถุประสงค 

1. เพื่อพัฒนาสูตรอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง  

2. เปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดกับแบคทีเรียกลุมเดนในบอบําบัดน้ําเสียของ

ระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบหมุนเวยีนน้าํ  

3. วิเคราะหประสิทธิภาพการบําบัดไนโตรเจนของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงได 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

สามารถพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสม สําหรับการเล้ียงประชากรแบคทีเรียกลุม

ไนทริฟายอิง และคัดแยกแบคทีเรียกลุมเดนในบอบําบัดน้ําเสียแบบไนทริฟเคชั่น โดยความรูเกีย่วกับ

ชนิดของแบคทีเรียและวธิีการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเหลานี้ สามารถนําไปพฒันาวิธกีารเพาะเล้ียง

แบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เพื่อใชเปนหวัเชื้อในการบําบัดน้ําเสียประเภท

แอมโมเนยีและไนไตรต สําหรับประยุกตใชในการพฒันาวิธีบาํบัดน้ําเสียจากระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ํา

แบบหมุนเวียนน้าํ ใหมีประสิทธิภาพดีและสะดวกตอการใชงานตอไป 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 ลักษณะและผลกระทบของนํ้าเสียจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้าํ 
 ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีการทาํเกษตรกรรมมาชานาน ผลผลิตทางการเกษตรมี

มากมายหลายชนิดทั้งพืชและสัตว ซึง่ใชในการบริโภคภายในประเทศและเพื่อการสงออก ผลผลิต

จากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําถอืเปนสินคาทางการเกษตรที่สําคัญชนิดหนึง่ เนือ่งจากสามารถทํา

รายไดเขาประเทศไดดีโดยเฉพาะกุง ซึง่เปนผลผลิตที่ไดราคาดี ในบริเวณพืน้ที่ชายทะเล เชน ภาค

ตะวันออกของประเทศ ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกกุงทะเลจากการเพาะเล้ียงที่สําคัญของ

โลกประเทศหนึ่ง ในป 2542 คาดคะเนวามีผลผลิตสูงถึง 200,000 ตัน สูงที่สุดในโลกจากพื้นที่

เล้ียง 500,000 ไร และมีผลผลิตตอไรคอนขางสูง คือ 400 กิโลกรัม (กิจจา ใจเยน็, 2548) การเล้ียง

กุงเปนจํานวนมาก ทาํใหมีน้าํเสียถูกปลอยออกมาเปนจํานวนมากตามมา จึงมีการกําหนด

มาตรฐานน้าํทิ้งจากบอเพาะเล้ียงสัตวน้าํชายฝงกอนปลอยหรือระบายทิง้ โดยกรมควบคุมมลพษิ 

ในปพ.ศ. 2545 ดังนี ้ pH อยูระหวาง 6.5 – 9 มิลลิกรัมตอลิตร BOD ไมเกนิ 20 มิลลิกรัมตอลิตร 

ตะกอนแขวนลอย ไมเกนิ 70 มิลลิกรัมตอลิตร แอมโมเนยีรวมไมเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 

ฟอสฟอรัสรวม ไมเกนิ 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ไนโตรเจนรวมไมเกิน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และ

ไฮโดรเจนซัลไฟด ไมเกนิ 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร (มะลิ บณุยรัตผลิน และคณะ, 2546)  

โดยทัว่ไปความสกปรกของน้ําเสียจากบอเล้ียงกุงมีความสกปรกไมมาก เมื่อเทียบกับน้าํ

เสียจากบานเรือนและโรงงานอุตสาหกรรม ในน้าํเสียจากบอเล้ียงกุงประกอบไปดวยสารกลุม

แอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรต เปนองคประกอบหลัก ทั้งนี้เนื่องจากสัตวน้ําจะปลอยของเสีย

ออกมาในรูปของแอมโมเนีย ดังนัน้ในน้าํเสียจากบอเล้ียงกุงจงึประกอบไปดวยสารประกอบ

ไนโตรเจน (สบุัณฑิต นิ่มรัตน, 2548)  จากตารางที่ 2.1 พบวาปริมาณแอมโมเนียในบอเล้ียงกุงมี

อยูในระดับที่ไมสูง (0.09 มลิลิกรัมตอลิตร) อยางไรก็ตาม ไนไตรต ซึ่งเปนสารประกอบไนโตรเจนท่ี

ไดจากการยอยสลายแอมโมเนียมีปริมาณคอนขางสูง (2.16 มิลลิกรัมตอลิตร) ซึ่งอาจสงผลตอกุงที่

เล้ียง รวมทั้งการถายน้ําทิ้งในอดีตมักใชวิธีการถายน้าํสะอาดจากแหลงน้ําภายนอกเขาสูภายใน

บอเล้ียงกุง (สถาบันวิจัยสัตวน้ําชายฝง, 2549) และมีการถายน้าํเสียลงสูแหลงน้าํธรรมชาติ 

อยางไรก็ตามการเล้ียงกุงแบบพัฒนา (Intensive system) ในปจจุบนัซึ่งมีจํานวนกุงตอบอมากข้ึน 

ของเสียทีเ่กิดจากการเล้ียงกุง ประกอบดวยเศษอาหาร และของเสียที่กุงขับถาย ซึ่งจะถูกปลอย

ออกมาพรอมการเปล่ียนถายน้ํา ทั้งในชวงระหวางการเล้ียงและระหวางการจับกุง น้ําทิ้งมักจะมี

ระดับของแอมโมเนยี ไนไตรตสูงกวาสภาพธรรมชาติ มคีาความเปนกรด-ดาง ไมเหมาะสมกับการ
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เจริญเติบโตของสัตวน้าํ มีระดับของคาออกซิเจนที่ละลายอยูในน้าํตํ่า มีปริมาณของแพลงกตอนใน

น้ําสูงมาก และอาจมียาปฏิชีวนะและสารเคมีปนเปอนอยูในน้าํทิง้ เมื่อระบายสูแหลงน้ําจะ

กอใหเกิดผลกระทบตอสภาพแวดลอมและสัตวน้าํในธรรมชาติ สงผลทําใหสัตวน้าํตาย เนื่องจาก

ขาดออกซิเจนและยังสงผลใหคุณภาพน้ําที่จะนํามาเล้ียงกุงมีคุณภาพตํ่าลง ซึ่งอาจจะโนมนําให

เกิดโรคระบาดกุงได สวนสารออกซิเตตราชัยคลิน มีผลทําใหไนโตรเจนและอินทรียคารบอนของน้ํา

จากบอเล้ียงกุงสลายตัวชาลง ซึ่งขอมูลทีผ่านมาพบวาน้ําทิ้งจากการเล้ียงกุงโดยเฉพาะในชวงจับ

กุงมีปริมาณของเสียมากที่สดุ (สุรพล เรืองสิริ, 2544) ซึ่งถาไมมีการบําบัดน้ํากอนการปลอยลงสู

แหลงน้ําตามธรรมชาติจะสงผลตอมนุษยและสัตวน้ําอ่ืน ๆ ในแหลงน้ําธรรมชาติโดยเฉพาะใน

แหลงน้ําปดทีม่ีสารประกอบไนโตรเจนมากเกนิไป จะทาํใหเกิดกระบวนการ Eutrophication หรือ

กระบวนการทีม่ีพืชน้ําเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําลดลงและเกิดการ

ตายของพชืและสัตวน้าํในบริเวณนัน้ตามมา (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2545) ทําใหเกิดปญหาน้ําเนา

เสีย โดยเฉพาะในบริเวณใกลกับแหลงที่มกีารเพาะเล้ียงกุง  

 

ตารางที่ 2.1 ลกัษณะของน้ําเสียโดยทั่วไปจากบอเล้ียงกุงกุลาดํา (สุบณัฑิต นิม่รัตน, 2548) 

ลักษณะของน้าํเสีย คาเฉล่ีย 

คาความเปนกรด-ดาง (pH) 

อุณหภูมิ (องสาเซลเซียส) 

ความเค็ม (พพีีที) 

ปริมาณออกซเิจนที่ละลายน้าํ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

แอมโมเนยี (มลิลิกรัมตอลิตร) 

ไนไตรต (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ไนเตรต (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ฟอสเฟต (มิลลิกรัมตอลิตร) 

7.54 

31.19 

0.80 

7.35 

0.09 

2.16 

0.01 

0.04 

 

 ไนไตรตเปนสารที่มพีิษตอกุง มีคุณสมบัติในการจับกบัเม็ดเลือดไดเร็วกวา ออกซเิจน จึง

ทําใหสัตวน้าํ ใชออกซิเจนที่ละลายน้าํไดนอยลง (Grommen และคณะ, 2002) ซึ่งกุงตองใช

ออกซิเจน ในขบวนการเผาผลาญอาหาร เพื่อการดํารงชีวิต และการเจริญเติบโต แตเนื่องจาก ไน

ไตรต ทําใหคุนภาพน้ําไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุง ในน้ําที่มีไนไตรทสูงกวา 0.15 

มิลลิกรัมตอลิตร จะทาํใหกุงปวย และติดเชื้อโรคตางๆ ไดงาย ดังนัน้น้ําในบอเล้ียงกุงที่มีระดับของ 

ไนไตรท สูงกวา 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ไมควรนํามาเล้ียงกุง พิษของไนไตรทยงัเปนอันตรายตอ

เหงือก ทาํใหกุงเกิดความระคายเคืองบริเวณซี่เหงือก เปนสาเหตุทาํใหเกิดการติดเชื้อไดงาย และ
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ทําใหระบบการหายใจของกุงผิดปกติ กุงตองหายใจถี่ข้ึน ทาํใหกุงสูญเสียระบบการขับถายน้ํา และ

เกลือแรจากรางกาย ทําใหรางกายออนแอ การเจริญเติบโตของกุงลดลง เนื่องจากขบวนการเผา

ผลาญอาหาร ภายในรางกายมีประสิทธิภาพลดลง ไนไตรตยังทําใหกุงลอกคราบไมออก, กุง

เปลือกนิ่ม, กินกนัเองขณะลอกคราบ, การเจริญเติบโตชาลง, กุงออนแอ และตายในที่สุด กุงที่

ไดรับพิษจาก ไนไตรท ในระยะแรกๆ จะมคีวามเสยีงตอการเกิดโรค หวัเหลือง ตัวแดง ดวงขาว สูง

มากกวากุงที่อยูในสภาพน้าํปกติ (สถาบันวิจัยสัตวน้ําชายฝง, 2549) 

 

ตารางที่ 2.2 ตัวอยางชนดิสัตวน้ําและความเค็มกับการทนไนไตรต (มั่นสิน ตัณฆุลเวศม และ

ไพพรรณ พรประภา, 2544) 

ชนิดของสัตวน้ํา ชนิดของน้าํ

ที่ใชเล้ียง 

ปริมาณไนไตรต 

(mg-N/l) 

ปริมาณสัตวน้าํที่ตายตอ

ระยะเวลา (ชัว่โมง) 

ปลาเรนโบวเทราท 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 

 

จากขอมูลเบ้ืองตนจะเหน็ไดวาการเพาะเล้ียงสัตวน้ําโดยปราศจากการบําบัดน้าํทิง้ มี

ผลกระทบอยางมากทั้งตอมนุษยและตัวสัตวน้ําเอง การเล้ียงสัตวน้ํายิง่มีจาํนวนมากยอมตองมี

ของเสียปลอยออกมามาก ดังนัน้ปญหาของการเพาะเล้ียงใหมีผลผลิตมากในขณะที่คุณภาพของ

น้ําที่ใชจะตองไดรับการบําบัดใหไดมาตรฐาน จงึมีความนาสนใจตอการศึกษาถึงวธิีการในการทาํ

ใหการเพาะเล้ียงและการบําบัดควบคูกันไปไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
2.2 การเพาะเลี้ยงสัตวน้าํและการบําบดัน้ําแบบหมนุเวียนนํ้า 

2.2.1 การเล้ียงกุงกุลาดําในประเทศไทย  

          ประเทศไทยมีการเล้ียงกุงแบบพฒันา (intensive) ต้ังแต พ.ศ. 2529 โดยพัฒนามาจากการ

เล้ียงกุงกึง่ธรรมชาติ (semi intensive) และการเล้ียงแบบธรรมชาติ (extensive) ในบริเวณพืน้ทีน่า

ขาวชายฝงที่มนี้ําทวมถึง การเล้ียงกุงแบบธรรมชาติ (extensive) หมายถึงการเล้ียงกุงเพื่อใหไดผล

ผลิตมาก โดยการขยายพืน้ที่ตามบริเวณชายฝงของประเทศไทย ที่มีน้าํข้ึน-ลงถงึ เร่ิมทาํการเล้ียง

กุงในบริเวณนาขาวเมื่อถึงฤดูน้ําหลาก น้ําทะเลทวมถงึพรอมทั้งนําเอาลูกพนัธุกุง-ปลาเขามาดวย

เมื่อน้ําลด กุงปลาที่ตกคางอยูในนาก็เจริญเติบโตดี เจาของสามารถนํามาบริโภคและจับขายได
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มากข้ึน ตอมามีการปรับปรุงพืน้ทีน่าเดิมใหลึกและเหมาะสําหรับเล้ียง และจับลูกพนัธุจาก

ธรรมชาติมาเพิ่มมากข้ึน เรียกวา การเล้ียงกุงแบบกึ่งธรรมชาติ (sem intensive) ชนดิของกุงที่เล้ียง

ในขณะนัน้ คือกุงขาว (Penaeus merguiensis และ Penaeus indicus) และกุงตะกาด 

(Metapenaeus monoceros) เปนหลัก ตอมาป พ.ศ. 2525 กรมประมงเร่ิมมกีารเพาะฟกกุง

กุลาดํา (Penacus monodon) ไดสําเร็จ ไดแนะนําสงเสริมใหเกษตรกรทั่วไปสามารถทําได จึงเกดิ

การเล้ียงกุงแบบพัฒนา (intensive) ข้ึนมาประมาณป พ.ศ. 2527 การเล้ียงแบบพัฒนาเพื่อเพิม่

ผลผลิตโดยไมมีการขยายพืน้ที่แตเพียงอยางเดียว ดวยการนําลูกพนัธุที่เพาะเล้ียงไดไปปลอยใน

บอดิน จํานวนตัวตอตารางเมตรหนาแนนมากข้ึน (ประจวบ หลําอุบล, 2546) 

          การเล้ียงกุงแบบพฒันาของไทยเริม่ข้ึนในป 2528-2529 ในภาคกลางบริเวณ สมุทรสาคร 

สมุทรสงคราม และสมุทรปราการ การปรับเปล่ียนพื้นที่เปนนากุงแบบพัฒนาเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว

กุงราคาดี จึงเปนสาเหตุจูงใจใหมีการขยายพืน้ทีก่ารเล้ียงกุงแบบพัฒนาอยางรวดเร็ว โดยไมมีการ

วางแผนและจัดระบบการใชน้ําลวงหนา และปลอยน้าํจากนาทิ้งลงแหลงน้าํธรรมชาติ โดยไมมีการ

บําบัดน้าํกอนทิ้ง นอกจากนัน้ยงัมีการใชสารเคมีทุกประเภทเพียงเพื่อบําบัดน้ํา ใหมีคุณภาพดี ผล

ที่เกิดข้ึนในป 2532 ภายหลังการเล้ียงกุงแบบพฒันาไดเพยีง 3 ป เกิดการลมสลายของนากุง

บริเวณสมุทรสาคร สมุทรสงคราม และสมุทรปราการ การเล้ียงก็เคล่ือนยายไปทางภาคตะวันออก 

จังหวัดจันทบุรี ระยอง ตราด และมากข้ึน มีการใชวิชาการและขบวนการเล้ียงพฒันากวาเดิม ทํา

ใหการเล้ียงมผีลผลิตสูงและตอเนื่องยาวนาน พรอม ๆ กับการเล้ียงในเขตตะวนัออก ไดมีการขยาย

พื้นที่การเล้ียงลงมาทางภาคใต ที่มีพืน้ทีติ่ดตอกับชายทะเลเปนระยะทางยาว ทัง้ทางฝงอาวไทย

และฝงอันดามัน (กจิจา ใจเย็น, 2548) 

ปจจัยทีม่ีผลตอกุงและสภาพน้าํในบอเล้ียงกุงโดยตรง คืออาหารกุง อาหารกุงมีโปรตีน

ประมาณ 30-40%  นอกจากนี้อาหารสําหรับแมกุงตองมโีปรตีนสูงกวาปกติ คือที ่50-55% กรดอะ

มิโนที่มีในอาหารคือ อารจนิีน 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 ไขมันในอาหารกุงอยูระหวาง 5-10% และในจํานวนดังกลาวประกอบไปดวย

กรดไขมัน โอเมกา-3 ฮูฟา 0.5-1.0% ฟอสโฟลิปด 1.2-1.5% หรือลีซติีน 2% และคอเรสเตอรอล 

0.2-0.5% กุงกุลาดําสามารถใชพลังงานจากคารโบไฮเดรตพวกแปง ดังนัน้ในอาหารกุงจึงมีระดับ

คารโบไฮเดรตที่เหมาะสมประมาณ 30% ปริมาณแรธาตุในอาหารข้ึนอยูกับวัตถดิุบที่ใชในสูตร

อาหาร ถาสูตรอาหารมีแหลงโปรตีนมาจากสัตวน้ํา มีแรธาตุอยูมาก และในนํ้าที่เล้ียงมีความ

กระดางสูง แรธาตุที่เติมจะมีเพียงฟอสฟอรัส โปแตสเซียม แมกนีเซียม ปริมาณ 10, 9, 3 กรัมตอ

อาหารหนึง่กโิลกรัม ตามลาํดับ ทองแดง และสังกะสี 53, 52 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม  

วิตามนิที่เติมในอาหารกุงมีไทอามนี 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 มิลลิกรัมตออาหารหนึง่

กิโลกรัม (ประจวบ หลําอุบล, 2546) จะเหน็ไดวาอาหารกุงนั้นประกอบดวยสารอาหารตาง ๆ 

มากมาย ซึง่สารเหลานี้เปนประโยชนตอการเจริญของแบคทีเรียในแหลงน้ําที่ใชในการเพาะเล้ียง

กุงดวย  

 

2.2.2 การควบคุมคุณภาพน้ําจากการเพาะเล้ียงสัตวน้าํ 

2.2.2.1 การควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางกายภาพ 

การควบคุมคุณภาพน้าํทางกายภาพในบอบําบัดน้ํา โดยทั่วไปใชวิธีการเติม

อากาศใหกับน้ําในบอบําบัด โดยการติดต้ังเคร่ืองเติมอากาศเพื่อชวยเพิ่มอากาศในน้าํ เปด

เคร่ืองชวยเพิม่อากาศในบอบําบัดทางชวีภาพอยางนอยก็ในระหวางเติมน้าํและระหวางฝนตก เพื่อ

ปองกนัมิใหความเค็ม อุณหภูมิและองคประกอบทางคุณภาพน้าํอ่ืน ๆ แบงชัน้ และเพื่อปองกนัมิ

ใหเกิดการสะสมความรอนหรือเกิดปฏิกิริยาเรือนกระจกในนํ้า ที่บริเวณพืน้บอที่จะเปนอันตรายตอ

สิ่งมีชีวิตตาง ๆ ภายในบอบําบัดตลอดจนเพื่อยนระยะเวลาในการบําบัด นอกจากการเติมอากาศ

แลว อีกวิธีในการควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางกายภาพ คือการตกตะกอนหรือ

การกรอง เพื่อลดปริมาณของแข็งแขวนลอยในน้าํกอนปลอยลงสูแหลงน้าํธรรมชาติ (สุบัณฑิต นิม่

รัตน,2548) 

  2.2.2.2 การควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางเคม ี

การควบคุมคุณภาพน้าํทางเคมีในบอบําบัดน้ํา สารที่จะใชในการควบคุมและ

รักษาคุณภาพน้ํานั้นจะตองใชในระดับความเขมขนที่ตํ่ามาก (ตํ่ากวาระดับตํ่าสุดที่จะเปน

อันตรายตอกุงระหวาง 10-50 เทา) จนกระทัง่ไมกอใหเกิดอันตรายตอส่ิงมีชีวิตตาง ๆ ที่มีอยู

ภายในบอ ตัวอยางการใชสารเคมีในการบําบัดสารพษิไดแก การใชปูนขาว (1-5 กิโลกรัมตอไร) 

ในการปองกนัมิใหแกสคารบอนไดออกไซดและแกสไขเนาสะสมในบอเล้ียงกุง การใช

สารประกอบทีม่ีฤทธิ์เปนกรด ในการปองกนัมิใหแกสแอมโมเนยีมีสะสมในบอเล้ียงกุง โดยจัดการ

ใหเปล่ียนสภาพไปอยูในรูปของเกลือแรที่ไมเปนอันตรายตอสัตวน้ํา เชน ฟอรมาลิน 0.5 - 5 ลิตร

ตอไร คลอรีนผง (เกรด 60%) 25-100 กรัมตอไร คลอรีนน้าํ (เกรด 10%) 150 - 600 มิลลิลิตรตอ

ไร (อนันต ตันสุตะพานิช, 2538) 

2.2.2.3 การควบคุมคุณภาพน้าํจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ําทางชีวภาพ 

  การบําบัดน้ําเสียทางชวีภาพในการเพาะเล้ียงสัตวน้ํามหีลายแบบ เชน การเล้ียง

สัตวน้ําประเภทหอยและปลาขนาดเล็ก เชน ปลาหางนกยูง ปลาบูแคระ บูใส โดยสัตวน้ําที่มีขนาด

เล็กเหลานัน้ จะเจริญเติบโตขยายพันธุภายในบอเล้ียงกุง แลวทําหนาทีเ่สมอืนพนักงานรักษา

ความสะอาด เก็บกนิแพลงกตอน เศษอาหารส่ิงขับถายและซากส่ิงมีชวีติตาง ๆ เมื่อกุงเจริญเติบโต
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จนกระทั่งมีขนาดนอยกวา 80 ตัว/กิโลกรัม ก็จะเร่ิมจับสัตวน้าํเหลานัน้กนิเปนอาหารอีกทอดหนึง่ 

วิธีการนี้ควรทาํควบคูไปกับการควบคุมคุณภาพของน้าํเสียทางกายภาพและเคม ี เพื่อควบคุม

คุณภาพน้าํใหอยูในสภาวะสมดุลตลอดการเล้ียง (อนันต ตันสุตะพานชิ, 2538) การใชพืชน้าํหรือที่

เรียกวาระบบบึงประดิษฐ ก็เปนอีกวธิีในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพอยางหนึง่ วิธกีารนี้จะใช

จุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาติมาชวยในการบําบัด โดยพืชน้ําจะดูดออกซิเจนจากอากาศและแพร

ออกไปในน้าํเสียผานบริเวณรากพืช       จุลินทรียบริเวณรากจะสามารถชวยยอยสลายสารพิษได 

(สุบัณฑิต นิม่รัตน , 2548) อยางไรก็ตามวธิีการตาง ๆ ที่กลาวมานั้นเปนวิธกีารที่ตองพึง่พา

ธรรมชาติคอนขางมาก ในปจจุบัน การเพาะเล้ียงสัตวน้าํ เชน ปลาและกุง ไดมีการพัฒนาใหมีการ

เล้ียงไดปริมาณมาก เมื่อเทียบกับขนาดของพื้นที่ที่ใชเล้ียง เชน การเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบ

หมุนเวียนน้ํา ซึ่งน้าํที่ใชในการเลี้ยงจะเปนน้ําเกาที่ผานการเล้ียงมาแลว ดังนั้นในการบําบัดน้ําเสีย

ที่ปลอยออกมาจึงตองมีการจัดการที่มีประสิทธิภาพมากข้ึน และรวดเร็วกวาการบําบัดน้ําแบบเกา 

 

2.2.3 การบําบัดน้ําจากการเพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมนุเวียนน้าํ 

โดยทัว่ไปบอเล้ียงสัตวน้ําทัว่ไปสามารถแบงออกไดเปนสามรูปแบบ ไดแก บอดินที่อยู

กลางแจง ซึ่งเปนบอเล้ียงสัตวน้ําทีพ่บไดทั่วไป บอไรดินกลางแจง เชน บอดินปูทับดวยผายาง หรือ

บอซีเมนตที่ต้ังอยูกลางแจง และบอในโรงเรือนที่มีลักษณะเปนบอหรือถังที่ไมมีดิน แตมีหลังคาปก

คลุมทําใหไดรับแสงนอย การพัฒนาระบบหมนุเวยีนน้าํสําหรับบอเล้ียงสัตวน้ํา เพื่อนาํมาใชงาน

กับระบบบอทัง้สามรูปแบบนี้จึงมีรูปแบบ เทคโนโลย ี และการจัดการระบบบําบัดที่แตกตางกัน   

(สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต, 2550) การเล้ียงสัตวน้ําโดยใชระบบบําบัดน้าํแบบ

หมุนเวียนน้ํา (Recirculating Aquaculture Systems: RAS) เปนระบบที่มีการบําบัดน้ําที่ผานการ

ใชงานแลวเพือ่นํากลับมาใชใหมโดยวิธีการทางชีวภาพ โดยใชแบคทีเรียที่เกาะอยูกับตัวกลางใน

การบําบัดน้ําเสีย ขอดีคือระบบแบบนี้ตองการพื้นที่และใชน้าํนอยกวาการเล้ียงแบบด้ังเดิม 

สามารถที่จะคาดเดาและควบคุมสภาวะแวดลอมในการเล้ียงได ทําใหระบบนี้เหมาะสําหรับการ

เล้ียงที่มีพืน้ทีแ่ละปริมาณน้าํจํากัดหรือคุณภาพของน้าํไมเหมาะสม เชน อุณหภูมไิมเหมาะสมตอ

การเล้ียงสัตวน้ํา นอกจากนีย้ังสามารถใชเล้ียงสัตวน้ําที่ไมใชสัตวน้าํประจําถิน่ไดอีกดวย (Itoi และ

คณะ, 2006) อยางไรก็ตาม ระบบนี้ยงัมีคาใชจายสูงกวาการเล้ียงแบบด้ังเดิม เนือ่งจากระบบนี้

ตองมีการปมน้ําหมนุเวยีนอยูตลอดเวลารวมทัง้จะตองมีการเปาอากาศเขาไปในบอบําบัดน้ําเสีย 

ทําใหส้ินเปลืองคาไฟฟาคอนขางสูง รวมทั้งจําเปนตองมีคนที่มีความรูในการจัดการระบบให

ทํางานไดเต็มประสิทธิภาพ และสามารถแกปญหาไดเมือ่มีเหตุขัดของเกิดข้ึน 
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รูปที่ 2.1 ตัวอยางสวนประกอบสําคัญของระบบหมนุเวยีนน้าํสําหรับการเล้ียงกุงในโรงเรือน      

(สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต, 2550) 

 

Losordo และคณะ (1999) กลาวถงึหลักการของระบบบําบัดน้าํแบบหมนุเวยีนน้ํา คือ 

ระบบบําบัดน้าํแบบหมนุเวยีนน้ําเปนระบบปด ประกอบดวยบอหรือถังเล้ียงสัตวน้าํ การกรองและ

การบําบัดน้ํา สัตวน้าํจะเจริญในถังเล้ียงและมีการหมนุเวยีนน้ําอยางสม่ําเสมอ เพื่อใหมีสภาวะที่

เหมาะตอการเจริญ น้ําจะถูกสูบออกจากถังเล้ียงผานระบบการบําบัดโดยการกรองผานการกรอง

ทางกายภาพเพ่ือแยกตะกอน และการกรองทางชีวภาพดวยตัวกรองชวีภาพเพื่อกาํจัดสารประกอบ

ไนโตรเจนในน้าํเสียจากการเพาะเล้ียง และกลับเขาสูถังเล้ียงอีกคร้ัง การกาํจัดสารประกอบ

ไนโตรเจนในน้าํเสียดวยตัวกรองชีวภาพเกดิจากกิจกรรมของแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงและดี

ไนทริฟายอิง แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรตไนโตรเจนไปเปนไนเตรต

ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน และแบคทีเรียกลุมดีไนทริฟายอิงบําบัดไนเตรตไปเปนกาซไนโตรเจน

ภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้เปนแบคทีเรียที่สามารถพบไดในส่ิงแวดลอม 

ดังนัน้การใชตัวกรองชีวภาพที่มีแบคทีเรียเหลานี้เกาะอยูสามารถทําไดโดยการสรางระบบบําบัดที่

เหมาะสมกับแบคทีเรียในกลุมนั้น ๆ เชนระบบสําหรับแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงจะตองมีการเติม

อากาศเพื่อเพิม่ออกซิเจนใหกับระบบและใสตัวกลางที่เปนวัสดุของแข็งลงไปแลวทาํการเดินระบบ 

ในระยะแรกอาจยงัไมสามารถบําบัดแอมโมเนียและไนไตรตได ตอมาแบคทีเรียจะเร่ิมเกาะกัน

เปนไบโอฟลมและเม่ือประสิทธิภาพการบําบัดดีแลว สามารถนาํมาใชไดในระบบจริง  
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ธัญญา พันธฤทธิ์ดํา (2541) ศึกษาระบบหมนุเวยีนน้าํแบบปดสําหรับการเล้ียงกุงกุลาดํา 

(Penaeus monodon) และพบวาจากการเล้ียงกุงกุลาดํา เปนเวลา 305 วนั จากผลการทดลอง

แสดงใหเหน็วาระบบหมุนเวยีนน้ําทะเลแบบปด สามารถควบคุม คุณภาพของน้ํา คือ แอมโมเนยี 

ไนไตรต ไนเตรต และปริมาณออกซิเจนละลาย ใหอยูในเกณฑปรกติได โดยเฉพาะไนเตรทซ่ึงมีการ

สะสมเพิม่ข้ึนในชวงแรก แสดงใหเห็นถึงการมีกิจกรรมของแบคทีเรียในการบําบัดแอมโมเนยีและ

ไนไตรต ในขณะที่ระบบตัวกรองทางชวีภาพในสภาวะไมใชออกซิเจน สามารถควบคุมปริมาณไน

เตรตของระบบหมุนเวยีนน้าํทะเลแบบปดใหลดลงได โดยพบวาในระบบหมุนเวยีนน้ํานี้มีปริมาณ

ไนเตรทอยูในระดับตํ่ากวา 50มก./ล. ซึ่งเปนระดับที่ไมเปนพษิตอกุงกลุาดํา และทาํใหการเติบโต

และการรอดของกุงกุลาดําเปนปรกติ 

Lin และคณะ (2003) ศึกษาการเพาะเล้ียงกุงขาว (Litopenaeus vannamei) ในบอ

ภายนอกโรงเรือนเปนเวลา 80 วัน โดยใชระบบหมนุเวยีนน้ําแบบปดในการบําบัดน้ําเสียที่มาจาก

การเพาะเล้ียง จากการทดลองพบวา ประสิทธิภาพของการบําบัดแอมโมเนียทั้งหมด (Total 

ammonia nitrogen) และ ไนไตรตไนโตรเจน มีคาประมาณ 57% และ 90% ตามลําดับ (อัตราการ

ยอยสลายของแอมโมเนยีทัง้หมดมีคา 0.036 g/m2/day และอัตราการยอยสลายของไนไตรต

ไนโตรเจนมีคา 0.014 g/m2/day) ทั้งนี้เนือ่งจากอัตราการโหลดน้าํเสียเขาสูระบบตํ่า ทําใหมีอัตรา

การยอยสลายของแอมโมเนยีทัง้หมดตํ่า อยางไรก็ตามคาเฉลีย่ของปริมาณแอมโมเนยีทัง้หมดใน

ระบบหมนุเวยีนน้าํนี้อยูที่ 0.28 ± 0.18 มิลลิกรัมตอลิตร กุงสามารถเจริญเติบโตไดดีในขณะที่น้าํ

เสียเม่ือผานการบําบัดสามารถนํากลับมาใชไดอีกโดยไมเปนอันตรายตอกุง 

สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) ไดทดลองเลี้ยงกุงในโรงเรือนโดยใช

ระบบหมนุเวยีนน้าํแบบปด มีระบบการจัดการน้าํโดยการกรองท้ังทางดานกายภาพและชีวภาพ ดัง

รูปที่ 2.1 ไนทริฟายอิงแบคทีเรียที่ใชในการบําบัดนี้ไดจากที่มีอยูแลวในธรรมชาติ เชนในน้าํทะเล 

แลวใชวิธีการเพิ่มจํานวนบนตัวกลางในส่ิงแวดลอมที่เหมาะสมกับการเจริญของแบคทีเรียชนิดนี้ 

การเตรียมตัวกลางสําหรับการบําบัดทาํไดโดย นําตัวกลาง (งานวิจัยนีใ้ชวัสดุใยกรองไบโอโพลีมา) 

มาใสในถงัน้ําที่มีน้าํทะเล และเติมแอมโมเนียมคลอไรด ประมาณ 2 มิลลิกรัมตอลิตรและอาหาร

กุงประมาณ 90 มิลลิกรัมตอลิตร ใหอากาศภายในถงัเปนเวลาประมาณ 1 เดือน จงึสามารถนําใย

กรองที่มีไนทริฟายอิงแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ มาใชในระบบบําบัดแบบไนตริฟเคชันของระบบ

หมุนเวียนน้ําได และจากการทดลองพบวา แมวาจะผานการนําน้ํามาหมุนเวียนในระบบเพาะเล้ียง

กุงอยางตอเนือ่งเปนระยะเวลามากกวา 1 ป โดยเปนการเล้ียงกุงแบบหนาแนนสงู (350 ตัวตอ

ตารางเมตร) ก็ตาม กย็ังสามารถควบคุมปริมาณแอมโมเนยีและไนไตรต ใหอยูในระดับที่ไมเปน

อันตรายตอกุงไดเปนอยางดี  
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2.3 วัฏจักรไนโตรเจนและแบคทีเรียทีเ่กี่ยวของ 
 2.3.1 วัฏจักรไนโตรเจนในบอเล้ียงสัตวน้ํา 

จุลินทรียกับการเพาะเล้ียงสัตวน้ําโดยเฉพาะกุง มีความสัมพนัธและสําคัญในทุกรูปแบบ

และข้ันตอนของการเล้ียง โดยเฉพาะในเร่ืองของการควบคุมคุณภาพน้ําในบอเล้ียง หากการเล้ียง

แบบธรรมชาติเดิม จุลินทรียที่มีอยูในน้าํและพืน้บอ ก็จะมหีนาที่ในการยอยสลายข้ีของกุงและ

อินทรียสารอ่ืน ๆ แตถาหากมีการเล้ียงแบบพัฒนา กลาวคือ เล้ียงแบบหนาแนน และใหอาหารกุง

กินเต็มที่ ดังนั้นในบางสภาวะท่ีอากาศแปรปรวน หรือกุงอยูในสภาวะเครียดจากสาเหตุใดก็ตาม 

อาหารที่กุงกนิไมหมดก็จะเกดิการเนาเสียจากจุลนิทรียหลาย ๆ ชนิด มีการแยงใชออกซิเจนทําให

ออกซิเจนลดลง ปญหาที่ตามมา คือ ในสภาวะที่ไมมีอากาศ ผลิตภัณฑจากกระบวนการเมแทบอลิ

ซึมที่จุลนิทรียปลอยออกมาเปนพวกกาซพษิ ไดแก กาซแอมโมเนยี กาซไขเนา (ไฮโดรเจนซัลไฟด), 

กาซมีเธน และกาซอ่ืน ๆ อีก จากการยอยสลายส่ิงปฏิกูลมูลสัตว (เกรียงศักด์ิ พนูสุข, 2546) หาก

เกิดสภาวะนี้กบัน้ําในบอเล้ียงจะสงผลกระทบอยางรนแรงตอกุง ดังนัน้จะเห็นไดวาในระยะที่มีการ

เล้ียงกุงแบบพฒันา ผลิตภัณฑที่ตามมาและนิยมใชกนัอยางแพรหลาย คือ จุลินทรียที่ใชควบคุม

คุณภาพน้าํ 

วัฏจักรไนโตรเจนในบอเล้ียงสัตวน้ํา (รูป 2.2) เกิดข้ึน โดยไนโตรเจนที่เขาสูระบบจะอยูใน

รูปของอาหารที่ใชเล้ียงสัตวน้ํา สวนที่สัตวน้ํากนิไมหมดจะยังคงตกคางอยูในระบบ สวนที่ถูกกินจะ

เปล่ียนไปเปนมวลของสัตวน้ํา และบางสวนจะถูกขับออกมาในรูปของแอมโมเนีย อาหารสวนที่

เหลือนีก้ลายเปนสารอินทรียที่แบคทีเรียสามารถนําไปใชได และทําใหระดับของแอมโมเนยี-ไนโตร 

เจนทั้งหมด (Total Ammonia Nitrogen: TAN) และไนไตรตเพิ่มสูงข้ึน ซึ่งสารทัง้สองชนิดนี้เปนพิษ

ตอสัตวน้ําแมวาจะมีปริมาณตํ่าก็ตาม ในระบบ TAN อาจเปล่ียนเปนไนไตรต ไนเตรต และกาซ

ไนโตรเจนได โดยแบคทีเรียในน้าํและตะกอนผานกระบวนการไนตริฟเคชั่นและดีไนตริฟเคชั่น อีก

หวงโซหนึง่ในระบบคือ สาหรายในน้ําสามารถใชทัง้ TAN และไนไตรต เพื่อการเจริญและสัตวน้ําก็

จะกินสาหรายอีกทอดหนึ่ง อยางไรก็ตามหวงโซนี้เกิดข้ึนไดนอยกวากระบวนการไนตรฟิเคชั่นและดี

ไนตริฟเคชั่น ดังนัน้การเกิดการสะสมของ TAN ในระบบ สืบเนื่องมาจากกระบวนการไนตริฟเคชัน่

เกิดข้ึนไดไมดี (Crab และคณะ, 2007) 
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รูปที่ 2.2 วัฏจักรไนโตรเจนในบอเล้ียงสัตวน้ํา (Crab และคณะ, 2007) 

 

2.3.2 การกําจัดสารประกอบไนโตรเจนโดยใชตัวกรองชีวภาพ (biofilter) 

 การบําบัดไนโตรเจนในน้ําเสียจากการเพาะเล้ียงสัตวน้าํ โดยใชตัวกรองชีวภาพที่มี

แบคทีเรียเกาะในระบบไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน เปนวธิีที่ดีที่สุดที่สามารถกําจัดไนโตรเจน

ออกจากระบบไดทั้งหมด วิธนีี้มีขอดีกวาการใชพชืและสาหรายที่จะตองคอยกําจัดเศษสาหราย

และซากพืชทิง้ ทั้งยังมีประสิทธิภาพสูง ใชพลังงานนอย และปลอดภัยตอสัตวน้ํา มากกวาระบบ

บําบัดแบบเคมีและกายภาพ (เกรียงศักด์ิ พนูสุข, 2543) หลักการของระบบตัวกรองชีวภาพคือมี

แบคทีเรียยึดเกาะอยูบนตัวกลางวัสดุที่เปนของแข็ง การยึดเกาะของกลุมประชากรแบคทีเรียนี้

เรียกวาการตรึง (Immobilization) แบคทีเรียเหลานี้จะทําการยอยสลายสารที่อยูในน้าํ เชน 

nitrifying biofilter เปนตัวกรองชีวภาพที่มีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงตรึงอยูบนตัวกลาง ในการ

บําบัดแอมโมเนียและไนไตรตในน้ําเสีย แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงสามารถสรางสารที่มีลักษณะ

เปนเมือกออกมาเพ่ือยึดเกาะกับพืน้ผิวของตัวกลาง เกดิเปนชั้นของแบคทีเรีย เรียกวา ไบโอฟลม 

(biofilm) (Hagopain และ Riley, 1998) โดยทั่วไปในธรรมชาติสามารถเกิดไบโอฟลมไดโดยเปน

การรวมกลุมกนัของแบคทีเรียหลากหลายชนิด เร่ิมจากแบคทีเรียเซลลแรกยึดเกาะกับพืน้ผิววัสดุ

จากนั้นเพิ่มจาํนวนเปนโคโลนี โคโลนีแตละโคโลนทีี่อยูใกล ๆ กนันัน้ อาจเปนแบคทีเรียตางชนิดกัน 

การอยูรวมกันของแบคทีเรียนี้จะเพิ่มเปนชัน้หนาข้ึนเร่ือย ๆ และมีการสรางสารที่เปนสารประกอบ

โพลีเมอรข้ึนเพื่อปกปองเซลลที่อยูภายในจากส่ิงแวดลอมภายนอก และยังพบวามีการ
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ติดตอส่ือสารกันระหวางเซลลของแบคทีเรียทั้งในไบโอฟลมและภายนอกโดยใช signaling 

molecules แบคทีเรียแตละชนิดในไบโอฟลมจะอยูแบบพึ่งพาอาศัยกนั โดยแบคทีเรียชนิดหนึ่งจะ

สรางสารออกมาจากกระบวนการเมแทบอลิซึม ซึง่สารที่ปลอยออกมาแบคทีเรียชนิดอ่ืนสามารถ

นําไปใชได เชน การอยูรวมกันของแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงกับแบคทีเรียกลุม heterotrophic ดัง

รูปที่ 2.3 โดยแอมโมเนยีและไนไตรต จะถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงซึ่งโตชากวา

อยูดานในของไบโอฟลม ในขณะที่แบคทีเรียกลุม heterotrophic ที่อยูดานนอกจะยอยสลาย

สารอินทรียในน้ําเสีย (Golz, 1999) อยางไรก็ตามการที่มีแบคทีเรียกลุม heterotrophic มาก

เกินไปจะทําใหการบาํบัดแอมโมเนยีและไนไตรตเกิดไดไมดี ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณออกซิเจนในน้าํ

ลดลงสงผลตอแบคทีเรียกลุมไนตริฟเคชัน 

 
รูปที่ 2.3 กิจกรรมของแบคทีเรียในไบโอฟลมจากตัวกลางในระบบบําบัดน้ําเสียแบบไนตริฟเคชัน

โดยทัว่ไป (Golz, 1999) 

 

ชนิดของตัวกรองชีวภาพโดยทั่วไปคือ gravel, แผนจานหมุนชีวภาพ (rotating biological 

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

กรองชีวภาพแตละชนิด มีอัตราการยอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจนแตกตางกนัออกไป ดังตารางที ่

2.3 ข้ึนอยูกับความเหมาะสมและความจําเปนในการใชงาน จากตารางนี้จะพบวาตัวกรองชีวภาพ

ชนิด bead filters มีชื่อทางการคาวา Nor-Pac ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 นิ้ว ทําจากพลาสติก 

Polypropylene ลักษณะดังรูปที่ 2.4 มีอัตราการบําบัดสูงสุดใกลเคียงกับอัตราการบําบัดสูงสุด

ของตัวกรองชีวภาพชนิด trickling filters เนื่องจาก bead filters มีขนาดเล็กแตมีพื้นที่ผิวมาก 
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(ข้ึนกับชนิดและเสนผานศูนยกลาง) แต bead filters มีราคาถูกกวาถงึคร่ึงหนึง่ ดังนั้นตัวกรอง

ชีวภาพชนิดนีจ้ึงมีความนาสนใจในการศึกษา และนําไปใชในระบบบําบัดน้าํเสียจากการ

เพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมนุเวียนน้าํซ่ึงมีพืน้ที่ในการใชงานนอย  

 

 
รูปที่ 2.4 ตัวกรองชีวภาพชนดิ bead filters ชื่อทางการคาคือ Nor-Pac  

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

 

ตารางที่ 2.3 อัตราการบําบัด TAN จากระบบบําบัดน้าํเสียของการเพาะเล้ียงสัตวน้าํโดยใชตัว

กรองชีวภาพชนิดตาง 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 ซึ่งแบงออกไดดังนี ้

1. ระบบจานหมุนชีวภาพ (Rotating Biological Contactor, RBC) โดยทัว่ไปจานจะทาํ 

จากแผนพีวซีหีรือพลาสติกที่จมอยูใตน้ําประมาณ 50 เปอรเซ็นต ระบบจานหมุนชวีภาพจะทาํการ

บําบัดน้าํเสียที่สูบออกจากบอเล้ียงโดยการหมนุรอบตัวเองดวยความเร็วตํ่าประมาณ 2–5 rpm ซึ่ง

ทําใหไนทริฟายอิงแบคทีเรียไดสัมผัสกับน้าํเสีย ทีม่ีแอมโมเนยีและอากาศสลับกนัไปอยางตอเนื่อง 

ทําใหกระบวนการไนตริฟเคช่ันเกิดข้ึนไดอยางมีประสิทธภิาพ ระบบจานหมุนชีวภาพยงัสามารถ
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ลดปญหาการอุดตันไดเปนอยางดีอีกดวย การทดลองในระดับหองปฏิบัติการพบวาอัตราการยอย

สลายไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนยีอยูระหวาง 0.19–0.79 g TAN/m2/day (Crab และคณะ, 

2007) 

2. ระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบโปรยกรอง (Trickling Filter) ถังระบบนีส้ามารถบําบัด 

และหมนุเวยีนน้ําโดยกระบวนการไนตริฟเคช่ันไดเชนกนั ในระบบนี้ไนทริฟายอิงแบคทีเรียจะ

เจริญเติบโตอยูบนตัวกลางที่ไมเคล่ือนที่ซึง่โดยมากทํามาจากหนิหรือพลาสติกที่มนี้าํหนักเบา และ

มีพื้นที่ผิวสําหรับใหแบคทีเรียยึดเกาะภายในอยูประมาณ 100–1,000 m2/m3 น้ําเสียจากบอเล้ียงที่

มีแอมโมเนยีจะถูกปลอยใหไหลลงมาจากดานบนของระบบ ผานวัสดุตัวกลางทีม่ีไนทริฟายอิง

แบคทีเรียเกาะยึดอยูบนพืน้ผิวเพื่อใหสัมผัสกับอากาศ ทําใหเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชัน่ในการเปล่ียน

แอมโมเนยีเปนไนเตรท ขอดอยของระบบถังปฏิกรณชวีภาพแบบโปรยกรองคือการอุดตันภายใน

ชองวางระหวางตัวกลางจากของแข็งในน้าํเสียและจากฟลมชีวภาพ (Biofilm) ซึ่งแบคทีเรียขับ

ออกมาระหวางการเจริญเติบโต จากการคนควาพบวาอัตราการยอยสลายแอมโมเนยีในถัง

ปฏิกรณชีวภาพประเภทนี้อยูที ่0.24–0.64 g TAN/m2/day (Crab และคณะ, 2007) 

3. ระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed Bioreactor) หลักการ 

ทํางานของถังปฏิกรณชีวภาพระบบนี ้ มีความคลายคลึงกับถังปฏิกรณชีวภาพแบบโปรยกรอง 

กลาวคือไนทริฟายอิงแบคทีเรียจะเกาะยึดอยูบนพื้นผิวของตัวกลางที่มขีนาดเล็ก เชน เม็ดทราย

หรือ Polystyrene bead ขนาดประมาณ 1–3 mm ซึ่งทาํใหมพีื้นที่ผิวสําหรับใหแบคทีเรีย

เจริญเติบโตสูงมากถงึ 4,000–20,000 m2/m3 ในระบบถงัปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด

จะตองมีการสูบน้ําเสียจากบอเล้ียงเขาสูดานใตของถังปฏิกรณ เพื่อทาํใหเกิดการยกตัวและ

เคลื่อนที่ของตัวกลางแบบไหลวน ระบบถังปฏิกรณชีวภาพประเภทน้ีมีจุดเดนคือสามารถบําบัดน้ํา

เสียที่มีความเขมขนของแอมโมเนยีสูงในปริมาณมากไดดี และสามารถบรรเทาปญหาเกี่ยวกับการ

อุดตัน ซึ่งพบมากในระบบถังปฏิกรณชวีภาพที่มีการใชตัวกลางแบบไมเคล่ือนที ่ เชน Trickling 

Filter อยางไรก็ตามในระบบถังปฏิกรณชวีภาพแบบฟลูอิดไดซเบด จะตองทาํการติดต้ังระบบเติม

อากาศที่มีประสิทธิภาพเพือ่รองรับกระบวนการไนตริฟเคชั่น การทดลองในระดับหองปฏิบัติการ

พบวาอัตราการยอยสลายไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียอยูที ่ 0.24–0.55 g TAN/m2/day (กษิดิศ 

หนทูอง, 2551) 

4. ระบบตัวกรองชีวภาพแบบ Microbead Filter ตัวกรองแบบนี้ไดถูกนําเสนอ เพื่อใช 

บําบัดและหมุนเวยีนน้ําในระบบการเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบปด Microbead Filter มีลักษณะการ

ทํางานเหมือนกับ Bead Filter ทั่วไปคือเพิ่มพืน้ที่ใหแบคทีเรียยึดเกาะ แตตางกันที่ขนาดของตัว

กรอง ระบบนีม้ีความคลายคลึงกับระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบโปรยกรอง แตขนาดของตัวกลาง

สําหรับใหไนทริฟายอิงแบคทีเรียยึดเกาะจะมีขนาดเล็กกวา คืออยูทีป่ระมาณ 1–3 mm ซึ่งทําใหมี
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พื้นที่ผิวประมาณ 1,260–3,780 m2/m3 ระบบ Microbead Filter มีขอดี คือสามารถบําบัดน้าํเสีย

จากการเพาะเลี้ยงในปริมาณมากไดดี และสามารถแยกตะกอนของแข็งเพื่อปองกันการอุดตันได

อยางมีประสิทธิภาพ ผลการทดลองในระดับหองปฏิบัติการพบวาอัตราการยอยสลายไนโตรเจนใน

รูปของแอมโมเนียอยูที ่0.3–0.6 g TAN/m2/day (กษิดิศ หนทูอง, 2551)  

ในงานวิจัยนี้ใชตัวกลางท่ีมชีื่อทางการคา คือ BCN-009 ทําจากพลาสติก Polyethylene 

ดังรูปที ่ 2.5 มีพื้นที่ผิวประมาณ 864 m2/m3 สามารถนําไปประยุกตใชไดทั้งกับระบบถังปฏิกรณ

ชีวภาพแบบโปรยกรอง ระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด รวมถึงระบบตัวกรองชีวภาพ

แบบ Bead Filter ไดเชนกนั ข้ึนอยูกับความเหมาะสมในการใชงานในแตละพื้นที ่

 
รูปที่ 2.5 ตัวกรองชีวภาพชนดิ Bead Filter ชื่อทางการคาคือ BCN-009 

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

 

ตัวอยางการนาํระบบตัวกรองชีวภาพมาใชบําบัดน้าํเสียจากการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา ไดแก 

Tookwinas และ Sangrungruang (1998) ทาํการบําบัดน้ําทิ้งจากบอเล้ียงกุงกุลาดําแบบพัฒนาที่

จังหวัดจันทบุรี โดยใชระบบตัวกรองชีวภาพที่มีแบคทีเรียยึดเกาะอยู พบวาสามารถลดแอมโมเนยี

ลงไดในระดับที่ไมเปนอันตรายตอส่ิงมีชวีติภายในระยะเวลา 7 ชั่วโมง ในปเดียวกันนี ้ นภาพร 

กิตติมศักด์ิ (2541) ไดทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพระหวางตัวกรองชีวภาพแบบไบ

โอดรัม และ แบบใตน้ํา ซึง่ใชในระบบหมนุเวยีนน้ําทะเลแบบปดเพื่อการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา ในการ

ทดลองเล้ียงกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) และ ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) เปนเวลา 3 

เดือน ในการทดลองเลี้ยงกุงกุลาดํา พบวาระบบตัวกรองชีวภาพทัง้สองแบบ สามารถควบคุม

คุณภาพน้าํคือ แอมโมเนียรวม, ไนไตรต และไนเตรต ใหอยูในเกณฑปกติ เเตเนื่องจากในการ

ทดลองคร้ังนีม้วลชีวภาพของกุงกุลาดํามปีริมาณนอยมาก จึงไมสามารถเปรียบเทยีบประสิทธิภาพ

ระหวางระบบหมุนเวียนน้ําแบบปดที่มีตัวกรองชีวภาพตางกนัได สวนการทดลองเลี้ยงปลากะพง

ขาว พบวาระบบตัวกรองชีวภาพทัง้สองแบบสามารถควบคุมคุณภาพน้าํ คือ แอมโมเนยีรวม, ไน

ไตรท และไนเตรท ใหอยูในเกณฑปกติ อยางไรกต็ามพบวาในการทดลองเล้ียงปลากะพงขาว 
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ปริมาณแอมโมเนียรวม และไนไตรทในชดุการทดลองที่มีตัวกรองชีวภาพแบบใตน้าํ จะมีคาสูงกวา

ชุดการทดลองที่มีตัวกรองชีวภาพแบบไบโอดรัมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  

 

2.3.2 การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวกรองชีวภาพ 

 ในการพัฒนาใหระบบบําบัดน้ําเสียแบบชีวภาพมีประสิทธิภาพสูงข้ึน ความชัดเจนของ

ประชาคมจุลนิทรียในระบบบําบัดน้าํเสียมีความสําคัญมาก และจําเปนตองอาศัยความรูทางดาน

จุลชีววทิยามาชวยสนับสนุนใหเขาใจระบบลึกซึ้ง แตในปจจุบนัยังขาดแคลนขอมูลและการวิจยัที่

เกี่ยวของกับจาํนวนหรือชนดิของจุลินทรียในระบบบําบัดหรือในตัวกรองชีวภาพ ซึ่งทาํใหการ

คํานวณระบบบําบัดโดยใชแบบจําลองทางคณิตศาสตรจําเปนตองใชแบบจําลองที่เรียกวา กลอง

ดํา (black-box model) ซึ่งก็คือระบบจําลองที่มีเฉพาะ input และ output เนื่องจากยังไมเขาใจถึง

ปจจัยทีม่ีสวนเก่ียวของกับกระบวนการบําบัดไดอยางสมบูรณ (Yoshie และคณะ, 2001) ความรู

ทางดานความหลากหลายของจุลินทรียในธรรมชาติยังมอียูนอยมาก เนื่องจากการใชวิธีตรวจสอบ

แบบด้ังเดิม เชน การใชกลองจุลทรรศน และการเพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเชื้อ ยังมขีอจํากัดอยูมาก 

โดยทัว่ไปการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย นิยมใชวิธกีารเพาะเล้ียงในอาหารเลี้ยงเช้ือจนไดโคโลนี

เด่ียวที่บริสทุธิแ์ลว วิเคราะหชนิดโดยการสองตรวจรูปรางลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรีย และ

วิธีการทดสอบทางชีวเคมี เชน Leonard และคณะ (2000) ใชวิธีการทดสอบทางชีวเคมี ในการ

จําแนกชนิดของแบคทีเรียในระบบหมุนเวยีนน้ําแบบปดสําหรับเล้ียงปลาทะเล จาํแนกไดแบคทีเรีย

สกุล Pseudomonas, Oceanospirillum, Marinobacter, Paracoccus, Erythrobacter, 

Aeromonas และ Vibrio แตจะไมพบ Vibrio ในตัวกรองชีวภาพ และไมพบแบคทีเรียในกลุมไนทริ

ฟายอิง ซึ่งอาจเกิดจากวิธกีารวิเคราะหที่ไมเหมาะสม เชน อาหารเลีย้งเชื้อที่ใหไมเหมาะสมกับการ

เพาะเล้ียงแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิง ทําใหไมสามารถพบแบคทีเรียกลุมนี้ได 

 
2.4 การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 
 แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงสามารถพบไดทั้งในดิน น้าํจืด และน้าํเค็ม แบคทีเรียเหลานี้ใช

ออกซิเจนในการหายใจ ใชสารอนินทรียคารบอน เชน คารบอนไดออกไซด หรือไบคารบอเนต เปน

แหลงคารบอน และใชสารประกอบไนโตรเจนเปนแหลงพลังงาน เจริญชา และไวตอส่ิงแวดลอมที่

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม เชน ปริมาณออกซิเจน อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง ความเค็มและ

คาอัลคาลินิตีของน้ํา (Crab และคณะ, 2007) การศึกษาการยอยสลายสารประกอบไนโตรเจนของ

ตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัดน้ําเสียมักศึกษากลุมประชากรของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย ซึ่งอยูใน

กลุมของ α และ β-subdivisions ของ Proteobacteria เชน Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp., 
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และ Nitrospira sp. ไนทริฟายอิงแบคทีเรียแบงการทํางานเปน 2 กลุมคือ แบคทีเรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยี และแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 

 1. แบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี (Ammonium oxidizing bacteria (AOB)) มีหนาที่

ออกซิไดซแอมโมเนยีใหเปนไนไตรต แบคทีเรียในกลุมนีไ้ดแก Nitrosomonas, Nitrosospira, 

Nitrosococcus และ Nitrosolobus แบคทีเรียกลุมนี้สามารถออกซิไดซแอมโมเนียไปเปนไนไตรต

ไดดวยเอนไซม ammonia monooxygenase (AMO) ซึ่งจะเปลีย่นแอมโมเนยีไปเปน NH2OH และ

เอนไซม hydroxylamine oxidoreductase (HAO) ใชเปล่ียน NH2OH ไปเปนไนไตรต ปริมาณและ

สกุลของแบคทีเรียทีพ่บเปนชนิดเดนในแตละแหลง ข้ึนกับลักษณะของน้าํเสียในระบบบําบัด 

(Antony และ Philip, 2006) 

 2. แบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต (Nitrite oxidizing bacteria (NOB)) ทาํหนาที่

ออกซิไดซไนไตรทเปนไนเตรต แบคทีเรียในกลุมนี้ไดแก Nitrobacter และ Nitrospira ซึ่งสามารถ

ออกซิไดซไนไตรตไปเปนไนเตรตโดยใชเอนไซม nitrite oxidoreductase (Drahos, 2006) 

 

2.4.1 ปจจัยทีม่ีผลตอไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 

  2.4.1.1 ออกซิเจน 

  แบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี เมื่ออยูในสภาวะออกซิเจนตํ่า สามารถใชใน

ไตรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน เกิดเปน N2O หรือ NO เชน Nitrosomonas eutropha และ 

Nitrosomonas europaea สามารถทําใหเกิดไดทัง้ปฏิกิริยาไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน เมือ่

เจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด สวนการทํางานของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต โดยอาศัย

เอนไซม nitrite oxidoreductase เปล่ียนไนไตรตใหเปนไนเตรต หากอยูในสภาวะที่ขาดออกซิเจน 

จะทาํใหเกิดกระบวนการยอนกลับโดยรีดิวซไนเตรตใหเปนไนไตรตได (Schmidt และคณะ, 2003) 

  2.4.1.2 ความเค็มของน้าํ 

  ความเค็มของน้ํามีผลอยางมากตอการทาํงานของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย Sakairi 

และคณะ (1996) พบวาในการบําบัดไนโตรเจนจากน้าํทะเลโดยไนทริฟายอิงแบคทีเรีย ปฏิกิริยาไน

ตริฟเคชันในน้าํทะเลจะเกิดข้ึนไดนอยกวาในนํ้าจืดถึง 6 เทา 

  2.4.1.3 การถกูยับยัง้การทํางาน 

  ไนทริฟายอิงแบคทีเรียจะถูกยับยั้งการทํางานไดโดยแสงสวาง (Hagopain และ 

Riley, 1998) นอกจากนีย้ังพบวา Hydroxylamine แอมโมเนยี และ NO จะยับยัง้การทาํงานของ

แบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต (Schmidt และคณะ, 2003)  
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  2.4.1.4 ความสัมพันธกับแบคทีเรียอ่ืน ๆ 

  Bianchi และคณะ (1992) กลาววา แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงสามารถปลอย

สารประกอบอินทรียไดในระหวางการเจริญ และสารประกอบอินทรียที่ปลอยมานี้แบคทีเรียกลุม 

heterotroph สามารถใชในการเจริญได ในขณะเดียวกนัการอยูรวมกนัของแบคทีเรียทัง้สองชนิดนี้

สามารถเพิ่มกจิกรรมของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เชน Nitrosomonas หรือลดระยะ lag phase 

ของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงนัน่เอง 

Nogueira และคณะ (2002) กลาววามีการแขงขันกันระหวางแบคทเีรียกลุมไน 

ตริฟายอิงกับแบคทีเรียกลุม heterotroph ในไบโอฟลม ซึ่งในกรณีที่ในน้ํามีความเขมขนของ

ออกซิเจนตํ่าจะสงผลกระทบโดยตรงตอแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้

เจริญชาและเจริญอยูบริเวณดานลางของไบโอฟลม ทําใหแบคทีเรียกลุม heterotroph ที่อยู

ดานบนของไบโอฟลมใชออกซิเจนไดมากกวา 

 

2.4.2 การเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 

 Carlucci และ Strickland (1968) ศึกษาแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงจากน้าํทะเลโดยใช

อาหารเล้ียงเชือ้แข็ง สําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยีและแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไน

ไตรต สามารถคัดแยกแบคทีเรียไดทัง้ 2 กลุม โดยพบแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี 8 ชนดิ 

และแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 2 ชนิด 

 ตอมาในป 1998 Mizoguchi และคณะ สามารถคัดแยกแบคทีเรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยี Nitrosomonas sp. TN0632 จากตัวอยางน้าํทะเล 80 ตัวอยางได โดยใชอาหารเล้ียง

เช้ือแข็ง SW medium ที่ม ี (NH4)2SO4 3.O กรัมตอลิตร และ MOPS 10.0 กรัมตอลิตร เปน

องคประกอบ และในปเดียวกันนี้ Sorokin และคณะ ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไน

ไตรตจากดินตะกอนบริเวณทะเลสาบ โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อเหลวทีม่ี NaNO2 เปนแหลงพลังงาน 

และไดมีการนาํเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกลุ มาใชในการตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได

ดวย ซึง่จากการทดลองสามารถคัดแยก Nitrobacter alkalicus ซึ่งเปนสายพนัธุใหมไดสําเร็จ 

อยางไรก็ตาม ในปจจุบนัมคีวามพยายามในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมใหม ๆ และกลุม

ที่ยงัไมสามารถเพาะเล้ียงได และเนื่องจากแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรียเปนแบคทีเรียที่

โตชา เมื่อเทยีบกับแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดทั่วไป รวมทัง้เปนแบคทีเรียที่ไมทนตอสภาวะแวดลอมที่

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม (Tal และคณะ2003) เชน จากการศึกษาของ Spieck และคณะ ในป 

2003 ไดมีการพัฒนาเทคนิคใหมในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 

uncultured Nitrospira-like bacterium ซึ่งเปนแบคทเีรียกลุมออกซไิดซไนไตรต มีบทบาทในการ

ยอยสลายไนไตรตไปเปนไนเตรต แยกไดจากตะกอนเรงในระบบบําบัดน้ําเสียจากบานเรือน โดยใช
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อาหารเล้ียงเชือ้เหลว mineral medium ที่เติม 3 mM NaNO2 เปนแหลงพลังงาน เล้ียงเชื้อเปน

เวลา 6-8 สัปดาห จากน้ันถายเช้ือใสอาหารเหลวที่เติมแอมพิซลิิน เพื่อกาํจัดแบคทีเรียกลุม 

heterotroph เล้ียงเชื้อตอเปนระยะเวลาอีกประมาณ 6-9 เดือน จากนัน้จงึนาํมาเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเชื้อเหลวที่ไมเติมแอมพิซิลินอีกประมาณ 2-3 เดือน เพื่อคัดแยก Nitrospira-like bacterium 

ออกจากแบคทีเรียกลุมอ่ืนโดยวิธ ีPercoll density gradient centrifugation จากการทดลองพบวา

ตองใชระยะเวลาในการเพาะเล้ียงไมนอยกวา 1 ป จึงคัดแยกได Nitrospira-like bacterium ชนิด

ใหมคือ Candidatus Nitrospira defluvii จากงานวิจัยที่ผานมาพบวาแบคทีเรียที่ไมสามารถ

เพาะเล้ียงไดหลายชนิด มบีทบาทในการบําบัดน้ําเสียที่มีสารประกอบไนโตรเจนเปนองคประกอบ 

จากงานวิจยัทีผ่านมาสามารถนํามาประยกุตใชในงานวจิัยนี้ได เชน การดัดแปลงสูตรอาหารเล้ียง

เช้ือของ Carlucci และ Strickland (1968) มาใชในการเล้ียงเช้ือจากใยกรองของระบบบําบัดน้ํา

เสียจากการเพาะเลียงสัตวน้ํา หรือการนาํดีเอนเอแมแบบชนิด CTO189f และ CTO654r มาใชใน

การวิเคราะหชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ  ดังนัน้การศึกษาแบคทีเรียกลุม

นี้จึงมีความนาสนใจในการศึกษาการมีอยูและกิจกรรมของแบคทีเรียกลุมนี ้ ตลอดจนการ

เพาะเล้ียงและการลดระยะเวลาในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมนี้ตอไป 

 

2.4.3 การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงโดยวธิีทางชีววทิยาโมเลกุล 

การพัฒนาเทคนิคทางชีววทิยาโมเลกุล ทําใหสามารถศึกษาความหลากหลายของจุลิน 

ทรียไดถึงระดับยีน (gene) ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมเปนผลมาจากววิัฒนาการ หลักการ

ของการศึกษาความหลากหลายของจุลนิทรียในธรรมชาติคือการวิเคราะหความแตกตางของลําดับ

เบสในอารเอนเอ หรือดีเอนเอ และจัดแบงความหลากหลายของประชากรออกมาเปนกลุมตาม

ความแตกตาง หรืออาจเรียกวาเทคนิคการทําลายพมิพดีเอนเอ (DNA fingerprint) สามารถใช

เปรียบเทยีบองคประกอบประชาคมแบคทีเรียจากส่ิงแวดลอมตามธรรมชาติ รวมทัง้ติดตามการ

เปล่ียนแปลงจาํนวนของแบคทีเรียไดอีกดวย ซึง่เทคนิคทางโมเลกุลนีท้ําใหงานวิจัยใหม ๆ คนพบ

แบคทีเรียไดเพิ่มข้ึนหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดหลากหลายกลุม ข้ึนอยู

กับแหลงที่มาในการเก็บตัวอยางวิเคราะห ตัวอยางการทดลองเชน Itoi และคณะ (2006) ได

ทําการศึกษาประชาคมแบคทีเรียจากระบบบําบัดน้าํ ในการเพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมุนเวียนน้าํ 

โดยใชเทคนิคทางโมเลกุลในการสกัดดีเอนเอ และเพิม่จํานวนดีเอนเอโดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ

เรส แลววิเคราะหลําดับเบสของแตละตัวอยางดีเอนเอ ผลการทดลองพบวาพบแบคทีเรียในกลุม

ของ Nitrosomonas ซึ่งเปนกลุมของไนทริฟายอิงแบคทีเรียหลายชนิดจากไบโอฟลมของตัวกรอง

ชีวภาพ    และยังพบแบคทเีรียในกลุมอ่ืน ๆ รวมทั้งแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดอีกดวย  
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ไพรเมอร (primer) คือ ดีเอ็นเอเสนเด่ียวเสนส้ัน ๆ จาํนวนต้ังแต 10-20 เบสตอกัน ใชเปน

ตัวเร่ิมตนในการสรางสายดีเอ็นในปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ในการศึกษาแบคทีเรียโดยทัว่ไปนยิม

การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ซึ่งเปนบริเวณอนุรักษของแบคทีเรีย หลังจากนั้นนาํ

ผลิตภัณฑที่ไดมาตรวจสอบและระบุความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียดวยวิธี DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ซึ่งเทคนิค DGGE นีเ้ปนเทคนิคที่ใชแยกดีเอ็นเอ

สายคูซึ่งมีความยาวเทากนัแตมีลําดับเบสตางกนัโดยใชเกรเดียนท (gradient) ของความเขมขน

ของสารเคมี เชน ยูเรียและฟอรมาไมด เพื่อทาํลายพันธะไฮโดรเจนระหวางดีเอ็นเอสายคู ความ

แตกตางของลําดับเบสสงผลใหการสลายพนัธะไฮโดรเจนเกิดข้ึนไมพรอมกัน ในขณะที่ดีเอ็นเอ

เคลื่อนที่อยูภายในเจล ทําใหแยกแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากนั แตลําดับเบสตางกนัออกจากกนัได 

โดยเมื่อดีเอ็นเอสายคูถูกทําลายพนัธะไปบางสวนจะหยุดการเคล่ือนที่เนื่องจาก GC clamp ซึ่งเปน

สวนที่มีเบส GC อยูมาก เมื่อสายดีเอ็นเอหยุดเคล่ือนที่จึงเหน็เปนแถบดีเอ็นเออยูภายในเจล โดย

ความหลากหลายของจุลินทรียสามารถสังเกตไดจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน (Myer         

และคณะ, 1985) ดังนัน้ในงานวิจัยนี้จึงไดนําเทคนิคนี้รวมกับการใชดีเอนเอแมแบบที่เหมาะสม มา

ตรวจสอบแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได เพื่อยนืยนัวาแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดนี้เปนแบคทีเรียกลุมไนทริ

ฟายอิงจริง ซึง่สามารถพบไดทั้งในตัวอยางใยกรองจากระบบจริง และจากไบโอฟลมจากแบคทีเรีย

ที่เพาะเล้ียงไดในอาหารเล้ียงเช้ือ 

 

2.4.4 แบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (Uncultured bacteria) ในระบบบําบัดน้าํเสีย 

ในการศึกษาถึงแบคทีเรียในธรรมชาติที่ผานมาประมาณไดวา ยงัมีแบคทีเรียทีอ่ยูใน

ส่ิงแวดลอมที่ไมมีการศึกษาและไมสามารถเล้ียงเช้ือโดยวิธีปกติไดมากกวา 99 เปอรเซ็นต 

(Hugenholtz และคณะ, 1998) ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้อาจมีความสําคัญตอการยอยสลายสารพิษใน

น้ําได จากงานวิจยัของ สุธาสิน ีอวมจันทร (2546) ใชวิธีการศึกษากลุมประชากรแบคทีเรียโดยวธิี 

DGGE  พบแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (uncultured) และไมสามารถจําแนกได 

(unidentified) ในน้าํทะเลเร่ิมตนกอนเขาสูถังปฏิกรณไนตริฟเคชั่น และยังสามารถพบไดจากไบโอ

บอล (bioball) ซึ่งเปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดจับในถังปฏิกรณไนตริฟเคชั่น แสดงวาแบคทีเรีย

กลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได ที่พบตลอดการทดลองนี้ นาจะมีบทบาทในปฏิกริิยาไนตริฟเคช่ัน 

คืออาจมีความสามารถในการยอยสลายแอมโมเนยีและไนไตรตในน้ําเสียได  

ดังนัน้ในการศึกษานี้จึงไดนําเทคนิคทางดานชีววิทยาโมเลกุลมาใชในการศึกษา เพิม่เติม

จากวธิีการเล้ียงเชื้อโดยทัว่ไป จากตารางที่ 2.4 การศึกษาแบคทีเรียในระบบบําบัดน้ําเสีย พบวามี

การคนพบแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดอยางตอเนื่อง จากตารางที่ 2.4 การศึกษา

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงนยิมใชดีเอนเอแมแบบที่มีความจําเพาะตอแบคทีเรียกลุมนี้ เนื่องจาก
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ในอดีตการใชดีเอนเอแมแบบชนิด 16s rDNA จะทําใหไดแถบโครงสรางประชาคมแบคทีเรียชนดิ

อ่ืนบนมาดวย และแถบโครงสรางของแบคทีเรียบางชนดิมีขนาดใกลเคียงกนั ทําใหไมสามารถแยก

ความแตกตางของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงกับแบคทเีรียอ่ืน ๆ ดวยวิธี PCR-DGGE ได 

(Nicolaisen และ Ramsing, 2002) ดังนัน้จงึมีการพัฒนาดีเอนเอแมแบบใหมีความจาํเพาะ

เจาะจงกับแบคทีเรียกลุมนีม้ากข้ึน เพือ่ความสะดวกในการศึกษา และจากการพัฒนาดีเอนเอ

แมแบบนี้ ทาํใหสามารถคนพบแบคทเีรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดที่อยูในกลุมของแบคทีเรีย

กลุมไนทริฟายอิงเพิ่มมากข้ึน ดังนัน้งานวิจัยในคร้ังนี้จงึไดมีการนาํดีเอนเอแมแบบที่มี

ความจาํเพาะเจาะจงกับแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง มาใชในการศึกษานอกจากจะเปนการยนืยัน

ถึงแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือเปนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงแลว และยังสามารถ

บอกไดวาแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดทีพ่บนั้น มีบทบาทในการยอยสลายแอมโมเนีย

ในน้าํเสียไดจริง 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางงานวจิัยที่ศึกษากลุมแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในในระบบบําบัดน้าํเสีย 

แบคทีเรียทีพ่บ แหลงที่มา วิธีการที่ใชใน
การศึกษา 

ไพรเมอร/probe เปาหมาย สารทีย่อย
สลาย 

อางอิง 

Uncultured 

Nitrospira-like bacterium 

Activated sludge จาก

ระบบบําบัดน้าํเสียจาก

บานเรือน 

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

เพาะเลี้ยงสัตวน้าํ 

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 ตัวอยางงานวจิัยที่ศึกษากลุมแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในในระบบบําบัดน้าํเสีย (ตอ) 

แบคทีเรียทีพ่บ แหลงที่มา วิธีการที่ใชใน
การศึกษา 

ดีเอนเอแมแบบ/probe เปาหมาย สารทีย่อย
สลาย 

อางอิง 

Uncultured b-

proteobacteria  

Uncultured bacterial 

clone P2D7 

Uncultured bacterial 

clone SL24 

Uncultured sludge 

bacterium A4b 

Activated sludge 

จากระบบบําบัดน้ํา

เสียจากบานเรือน 

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) 

 
 



 
26 

ตารางที่ 2.4 ตัวอยางงานวจิัยที่ศึกษากลุมแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในในระบบบําบัดน้าํเสีย (ตอ) 

แบคทีเรียทีพ่บ แหลงที่มา วิธีการที่ใชใน
การศึกษา 

ดีเอนเอแมแบบ/probe เปาหมาย สารทีย่อย
สลาย 

อางอิง 

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 
 
อุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 

 

1. เคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สงู (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 บริษัท Decan 

Ultrasonics, England 

2. เคร่ืองชั่ง รุน P2002-S และ AG285 บริษทั Mettler Toledo, Switzerland 

3. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

4. เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920  บริษทั 

Kubota, Japan 

5. เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน MIKRO20 บริษัท          

Hettich, Germany 

6. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad,USA 

7. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 

8. เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A บริษทั Shimadzu, Japan 

9. เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 บริษัท Corning, USA 

10. ตูเข่ียเช้ือแบบ ISSCO laminar flow รุน HT-122.5 บริษัท International Scientific 

supply, Japan 

11. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –70๐ซ รุน ULT1786 บริษัท Forma 

Scientific, USA 

12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –20๐ซ รุน MDF-U332 บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 

13. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

14. ตูอบแหง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

15. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร      

บริษัท Gilson, France 

16. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, 

Japan 
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17. ชุดเคร่ืองเจลอิเล็กโทรฟอเรซิส mini Gel migration trough รุน i-mupid บริษัท COSMO 

BIO, Japan 

18. หัวกรองสําเร็จรูป ขนาดความกวางรู 0.20 ไมโครเมตร บริษัท Corning Incorporated, 

Germany 

 

 
เคมีภัณฑ 
 

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

2. คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) บริษัท Merck, Germany 

3. ซิงคซัลเฟต (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. โซเดียมไบคารบอเนต (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. แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต ((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. แคลเซียมคารบอเนต (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. ฟนอล-คลอโรฟอรม-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. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

32. ฟนอล (Phenol) บริษัท Merck, Germany 

33. สีบรอมฟนอลบลู (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. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย 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. ชุดสกัดอารเอ็นเอ 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. ตัวกลางพลาสติกรุน BCN-009 บริษทั 2h-kunststoff, Germany 

54. สารเคมีที่ใชในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-RAD Laboratories Inc., USA 

ฟอรมาไมด (Formamide (Deionized)) 

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

ยูเรีย (Urea) 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต  (Ammonium persulfate) 

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

50xTAE 

Dye solution 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide solution) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
3.1 อาหารเลีย้งเชื้อและการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 
 3.1.1 การเก็บตัวอยางน้าํและใยกรองและการเตรียมตัวอยาง 

 เก็บตัวอยางน้าํและใยกรองจากบอบําบัดน้ําเสียแบบไนตริฟเคชัน ของบอเล้ียงกุงแบบ

หมุนเวียนน้ํา จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ภาควชิาวทิยาศาสตร

ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะ

เศวต (2550) ไดทําการทดลองเล้ียงกุงในระบบหมนุเวยีนน้ําแหงนี้ และพบวาสามารถบําบัด

แอมโมเนยีและไนไตรตใหอยูในระดับตํ่าและไมเปนอันตรายตอกุงไดตลอดการเพาะเล้ียง โดยตัว

กรองที่เก็บไดนําไปตัดเปนชิน้เล็ก ๆ เพื่อใหตะกอนที่เกาะอยูสามารถหลุดออกจากใยกรองไดดีข้ึน 

ใสชิ้นของใยกรอง 20 กรัม ในขวดรูปชมพูที่มนี้าํทะเลปราศจากเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร น้าํ

ทะเลที่ใชมาจากน้าํทะเลที่เตรียมสําหรับการเพาะเล้ียงกุงจากจากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดาน

เทคโนโลยีชวีภาพทางทะเล เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที และเขยา

ดวยเคร่ืองกาํเนิดเสียงความถี่สูง เปนเวลา 10 นาท ี

 

3.1.2 อาหารแข็งชนิดตาง ๆ 

อาหารแข็งสําหรับใชเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ประกอบดวยอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง

สําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย และสําหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 

(ภาคผนวก ก) จาก Carlucci และ Strickland (1968) นําตัวอยางที่เตรียมจากขอ 3.1.1 มาเจือ

จางในหลอดทดลอง โดยปเปตน้ําตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสหลอดทดลองที่มีน้าํทะเล

ปราศจากเชื้อปริมาตร 9 มลิลิลิตร เปนระดับความเจือจางที่ 10 เทา (10-1) จากนัน้ปเปตตัวอยางที่

ความมีความเขมขนที่เจือจาง 10 เทา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีน้าํทะเลปราศจาก

เช้ือปริมาตร 9 มิลลิลิตร เปนระดับความเจือจางที่ 100 เทา (10-2) ทําเชนนี้จนไดระดับความเจือ

จาง 100,000 เทา (10-5) ปเปตตัวอยางทกุความเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยง

เช้ือแข็งทั้งสองชนิด เกล่ียตัวอยางใหทั่วจานเพาะเช้ือ บมเชื้อในที่มดืที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 

สัปดาห 

 

3.1.3 อาหารเหลวชนิดตาง ๆ 

อาหารเหลวสําหรับเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ดัดแปลงสวนประกอบของ

อาหารเหลวดังตารางที ่3.1 จากการทดลองของ Shan และ Obbard (2001) ไดเติมอาหารเล้ียงกุง 

เพื่อเลียนแบบสภาวะจริงในบอบําบัดน้าํเสียจากการเพาะเล้ียงกุง ที่จะมีเศษอาหารกุงจากบอ

เพาะเล้ียงละลายปนอยูในน้ําเสียดวย นอกจากนี้อาหารกุงยงัเปนแหลงเพิม่แรธาตุและวิตามิน
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ใหแกแบคทีเรียไดดวย เตรียมอาหารแตละชนิดปริมาตร 90 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 

มิลลิลิตร และใสตัวกลาง BCN 009 ขวดละ 20 ชิ้น เพื่อเพิม่พืน้ทีย่ึดเกาะของแบคทีเรีย ปเปต

ตัวอยางจากขอ 3.1.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสขวดอาหารเล้ียงเช้ือ เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบ

ตอนาท ี ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน หลังจากนั้นนําตัวกลางมาเขยาดวยเคร่ืองกําเนิดเสียง

ความถี่สงู เปนเวลา 10 นาที เพื่อเก็บตะกอนมาสกัดดีเอ็นเอตอไป 

 

ตารางที่ 3.1 อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวเบ้ืองตน 

ชนิดของอาหาร สวนประกอบที่เติมในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 

อาหาร

กุง (mg) 

NaHCO3 

(mg) 

(NH4)2SO4 

(mg) 

K2HPO4 

(mg) 

Chelated[1] 

(ml) 

น้ําทะเล[2] 

(ml) 

1. ไมใสอาหารกุง - 300 200 50 1 1,000 

2. อาหารกุง 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] สวนประกอบของ Chelated metals solution แสดงดังภาคผนวก ก 

[2] น้ําทะเลที่ใชมาจากน้ําทะเลสําหรับการเพาะเลี้ยงกุง ความเค็มประมาณ 30 psu จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดาน 

     เทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
3.2 การเพาะเลี้ยงและตรวจสอบไนทรฟิายอิงแบคทีเรียจากอาหารเหลวที่คัดเลือกได 
 3.2.1 การเพาะเล้ียงหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 

 หลังจากทดสอบอาหารเหลวเบ้ืองตนชนิดตาง ๆ คัดเลือกอาหารเล้ียงเชือ้เหลวที่มี

ประสิทธิภาพดีที่สุดสําหรับเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ

การคัดแยกและเพิ่มจํานวนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง โดยนาํตัวอยางจากขอ 3.1.1 ปเปตลงใน

อาหารเล้ียงเชือ้ที่คัดเลือกไดจากผลการทดลองขอ 4.1.3 (ภาคผนวก ก) วิธีการเชนเดียวกับขอ 

3.1.3 เติมแอมโมเนยีลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหมีความเขมขนของ

แอมโมเนยีสุดทาย 100 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 1 เดือน เก็บตัวอยางอาหารเหลวขวดละ 5 มิลลิลิตร เพือ่ทดสอบการเปล่ียนแปลงของ
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ปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ทกุ 7 วนั เมื่อครบ 1 เดือน เปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทกุ

เดือน โดยถายตัวกลาง BCN 009 ที่มหีัวเชื้อเกาะ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อขวดใหม ทีม่ีอาหารเล้ียง

เช้ือปริมาตรและความเขมขนของแอมโมเนียสุดทายเทาเดิม ข้ันตอนนี้ใชเวลาเพาะเล้ียงหวัเชื้อ

ทั้งหมด 3 เดือน 

 

 3.2.2 การทดสอบประสิทธภิาพของหัวเชือ้แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได 

 เมื่อเพาะเล้ียงหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงผานไปเปนเวลา 3 เดือน ถายตัวกลาง 

BCN 009 ทีม่ีหัวเชื้อแบคทีเรียเกาะอยู ลงในอาหารเล้ียงเชื้อขวดใหมทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อปริมาตร 

100 มิลลิลิตร จํานวนขวดละ 20 ชิ้น เติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2, 5 และ 10 

มิลลิกรัมตอลิตร จาก stock แอมโมเนียความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาคผนวก ก) ทําการ

ทดลองความเขมขนละ 3 ซ้าํ เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24 

ชั่วโมง เปล่ียนอาหารเล้ียงเชือ้ทุกวนั โดยเมื่อครบ 24 ชัว่โมง ถายตัวกลาง BCN 009 ลงในอาหาร

เล้ียงเชื้อขวดใหม ที่มปีริมาณของอาหารและความเขมขนของแอมโมเนียสุดทายเทาเดิม แลว

นําไปเขยา เก็บสวนที่เปนของเหลวมาวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ทุกวัน 

หลังจาก 10 วัน แยกตัวกลางทั้งหมดมาเล้ียงรวมกนัในอาหารเล้ียงเช้ือขวดใหม ที่มีความเขมขน

ของแอมโมเนยีสุดทายเทากบั 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 วัน เพื่อปรับสภาวะของส่ิงแวดลอม

ใหเหมือนกนั กอนนําหัวเชื้อบางสวนไปจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยวธิีทางชีววทิยาโมเลกุล

และนําหัวเชื้อบนตัวกลางอีกสวนไปทดสอบประสิทธิภาพในน้าํเสียสังเคราะหและน้ําเสียจริง สวน

ตัวกลางที่เหลือเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวตอไป 

 

 3.2.3 การวิเคราะหตัวกลางที่เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนชนดิสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) 

 นําตัวกลาง BCN 009 ที่เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือจากขอ 3.2.1 และตัวกลางทีไ่มได

ผานการเล้ียงเชื้อ (ชุดควบคุม) มาตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียบนตัวกลางดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด ที่ศูนยเคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ

มหาวิทยาลัย 
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3.3 การจัดจาํแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีเพาะเลี้ยงไดและแบคทีเรียจากใยกรองดวยวธิีทาง
ชีววทิยาโมเลกุล 

3.3.1 การสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอ     

 สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดในไบโอฟลมที่เกาะอยูกับตัวกลาง BCN 009 

และไบโอฟลมจากใยกรองในระบบบําบัดน้ําเสียจากระบบหมนุเวยีนน้ําแบบปด ดวยวธิีที่ดัดแปลง

จาก Tsai และ Olson (1991) โดยนาํตะกอนจากใยกรองขอ 3.1.1 และตะกอนจากตัวกลางใน

อาหารเล้ียงเชือ้เหลว จากขอ 3.1.3 และ 3.2.2 ไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้าํใสทิ้งจนเกือบหมด เทสารละลายตะกอนแบคทีเรียที่เหลือใสในหลอด

ไมโครฟวจ ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 นาท ีเทสวน

น้ําใสทิ้งจนหมด เติมบัฟเฟอรสําหรับสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction buffer) ปริมาตร 900 

ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมใหเขากนัดวยเคร่ือง vortex mixer จนเปนเนื้อเดียวกนั เติมเอนไซม

Proteinase K 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นาํไป

บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม 20% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร บมที ่ 65 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ทกุ 20 นาที เพื่อไมใหเซลล

แบคทีเรียตกตะกอน เมื่อครบ 2 ชั่วโมง นาํไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 

นาที แลวนาํมาละลายที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีทําการแชเยือกเข็งและละลาย 

ซ้ําอีก 2 คร้ัง หลังจากนั้น นาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาท ี จากนัน้เก็บสวนน้ําใสใสหลอดไมโครฟวจใหม เติม Phenol-chloroform-

isoamyl alcohol เพื่อตกตะกอนโปรตีน ปริมาตรเทากับปริมาตรของสวนน้าํใส ผสมใหเขากนั

อยางชาๆ นาน 1-2 นาท ีนาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส นาน 10 นาท ี เก็บสวนน้าํใส ใสหลอดไมโครฟวจใหม ทาํซ้ําอีกคร้ัง หรือจนกวาจะไมมี

ตะกอนโปรตีน เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.8 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส ผสมใหเขากันโดยการ

พลิกกลับหลอดข้ึนลงอยางชาๆ และทิ้งไวประมาณ 1 ชัว่โมง ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบ

ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีเทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอ

ดวย 70% เอธานอล (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบ

ตอนาท ีที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง ระเหยเอธานอลออก

จากดีเอ็นเอใหแหง โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที ละลายตะกอนดีเอ็นเอ

ดวยบัฟเฟอร TE ที่ผสมกับเอนไซม RNase A ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข)  บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง เก็บสารละลายดีเอ็นเอที ่-20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ

นํามาใช    
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 3.3.2 การตรวจสอบความสมบูรณของดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวิธี Gel Electrophoresis 

 เตรียมวุนความเขมขน 1% โดยช่ังผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร  

TAE (ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-3 นาท ี ทิง้ให

สารละลายเย็นลง จนเหลืออุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส เทลงในถาดที่มีหวีเสียบอยู 

ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาท ีวางแผนวุนลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 

เทา ใหทวมแผนวุน ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร กับสีติดตาม (6X loading dye) 1 

ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) บนแผนพาราฟลม หยอดลงในหลุมบนแผนวุน โดยหลุมแรกใหหยอด

ดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kb DNA marker) จากนั้นเปดสวิตซใหกระแสไฟฟาไหลผาน

แผนวุนและบฟัเฟอร  TAE โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาท ี ยอมดีเอ็นเอดวย

สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ข ) นาน 15 นาท ีนาํไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต (UV) ดวยเคร่ืองตรวจสอบเจล 

(Gel Documentation system, Bio-RAD) 

 

 3.3.3 การแยกดีเอ็นเอใหบริสุทธิ ์

 เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 0.9% โดยช่ังอะกาโรสผงหนัก 0.9 กรัมละลายใน 

บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 1 เทา ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-

3 นาที เทลงในถาดที่มหีวีเสียบอยู ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาที วางแผนอะกาโรสเจลลง

ในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ใหทวมแผนอะกาโรสเจลประมาณ 2-3 

มิลลิเมตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอทัง้หมดกับสีติดตาม หยอดลงในหลุมบนแผนวุน และหยอด 1 

kb DNA marker จากนัน้เปดสวิตซใหกระแสไฟฟาไหลผานแผนอะกาโรสเจล ใชความตางศักย 

100 โวลต นาน 30 นาที ยอมดีเอ็นเอทีส่กัดไดดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาท ี นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวยเคร่ืองตรวจสอบ

เจล จากนัน้ตัดชิ้นอะกาโรสเจลเฉพาะสวนที่มีดีเอ็นเอ ทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุไวในคูมือ    

 

 3.3.4 การเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) 

  3.3.4.1 วิเคราะหความบริสทุธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

  นําสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 3.1.3 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคา
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นอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

และคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ  

 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 

 

   

3.3.4.2 เพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียทั่วไป 

  ใชไพรเมอร (primer) 338F+GC (5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCG 

GGCGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งม ี GC clamp 

เช่ือมตอบริเวณปลาย 5’ และไพรเมอร (primer) 518R (5’-ATTACCGCGGCTGG-3’) (Muyzer 

และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region ซึ่งไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีความยาว

ประมาณ 200 คูเบส โดยที่ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา เปนดังนี ้

  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 ความเขมขนสุดทายของสารละลายไพรเมอร

ของแตละชนดิเปน 20 ไมโครโมล สารละลายดีเอ็นเอความเขมขน 100 นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร 

รวมสวนผสมทั้งหมดในหลอด PCR จะมปีริมาตรสุทธ ิ30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ระวังอยาใหมี

ฟองอากาศ จากนัน้ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (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 ในแตละรอบ) 

  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 เพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียกลุม 

ออกซิไดซแอมโมเนยี 

  ไพรเมอร (primer) ที่ใชคือ CTO189f+GC (5’- CGCCGCGCGGCGGG 

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

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

Proteobacteria β-subgroup ของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมี

ความยาวประมาณ 465 คูเบส ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา แสดงดังขอ 

3.3.4.2 โปรแกรมสําหรับสรางปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอมีดังนี ้

 

 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 ตอรอบ) 

            5. ทาํข้ันตอนที ่2-4 จํานวน 35 รอบ 

6. Final extension    อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี

 

  ตรวจสอบผลิตภัณฑลูกโซโพลีเมอรเรสที่เกิดข้ึนดวยวิธี Gel Electrophoresis ใช

เจลความเขมขน 2% โดยช่ังผงวุนหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 

1 เทา ทาํตามวิธีในขอ 3.3.2 แตเปรียบเทียบขนาดผลิตภัณฑ PCR กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู

เบส (100 bp DNA ladder) 

 

3.3.5 การสกดัอารเอ็นเอ 

สกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดดวยชุดสกัดอารเอ็นเอ RNeasy Mini 

kit (บริษัท Qiagen, Germany) โดยในข้ันแรกทาํการปกปองเซลลจากวิธกีารเก็บเช้ือ เชน การปน

เหวีย่งที่ความเร็วสูง เนื่องจากอารเอ็นเอเปนสารที่ถูกยอยสลายไดงาย มีคร่ึงชวีิตส้ัน และมีการ

เปล่ียนสภาพเมื่อเซลลถูกกระตุนดวยสภาวะภายนอกที่เปล่ียนแปลง จึงตองมกีารปกปองเซลลให

คงสภาพเดิมเหมือนในสิ่งแวดลอมดวยชุด RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen, Germany) 

โดยเติม RNAprotect Bacteria Reagent 1,000 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ตามดวยตะกอนแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือที่ผานการเขยา

ดวยเคร่ืองกาํเนิดเสียงความถี่สูง เปนเวลา 10 นาที ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาทนัทีนาน 5 
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วินาท ี และต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที จากน้ันนาํไปปนเหวี่ยงที่ 5,000 รอบตอนาที 

นาน 10 นาท ี เทสวนใสทิง้ ตะกอนเซลลทีไ่ดสามารถเกบ็ไดนาน 2 สัปดาห ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 นําตะกอนเซลลที่ไดเติมบัฟเฟอร TE ที่ผสมกับ Lysozyme 15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมดวยเคร่ือง vortex mixer 10 วินาที บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 

นาที ระหวางที่บมเขยาหลอดนาน 10 วนิาที ทุก 2 นาที เมื่อครบ 10 นาท ีเติมสารละลายบัฟเฟอร 

RLT ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากนั 5-10 วนิาที จากนั้นดูดสารละลายทัง้หมดใส

หลอดไมโครฟวจฝาเกลียวขนาด 2 มิลลิลิตร ที่เติม glass bead ขนาดเสนผานศูนยกลาง 150-

600 ไมโครเมตร ปริมาณ 50 มิลลิกรัม นาํหลอดไมโครฟวจฝาเกลยีวที่เตรียมเสร็จเขยาดวยเคร่ือง 

Bead beater ที่ความเร็วสูงสุดเปนเวลา 5 นาที เพื่อใหเซลลแตก จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 

รอบตอนาที นาน 10 วินาที ดูดสวนใสทั้งหมดใสหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

absolute ethanol ปริมาตร 470 ไมโครลติร เขยาเบา ๆ ดูดของเหลว (lysate) ใส RNeasy Mini 

spin column ในหลอดเก็บตัวอยางขนาด 2 มิลลิลิตร ปดฝาและปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที 

นาน 15 วินาที เทสวนน้ําทิ้ง ปนเหวีย่งจนของเหลว (lysate) หมด เติมบัฟเฟอร RW1 ลงใน 

RNeasy Mini spin column ปดฝาและปนเหวีย่งที ่ 10,000 รอบตอนาท ี นาน 15 วินาที ถาย 

column ลงในหลอดเกบ็ตัวอยางขนาด 2 มิลลิลิตร หลอดใหม เติมบัฟเฟอร RPE ลงใน column 

ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปดฝาและปนเหวีย่งที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 15 วินาที เติมบัฟเฟอร 

RPE ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปดฝาและปนเหวีย่งที ่ 10,000 รอบตอนาที นาน 2 นาท ี ถาย 

RNeasy Mini spin column ใสหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม น้าํปราศจากเอนไซม 

RNase ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ปดฝาและปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ี เกบ็

สารละลายอารเอ็นเอที ่-20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

 

3.3.6 การเพิ่มจํานวนชิน้สวนอารเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase 

Chain Reaction, PCR) 

  3.3.6.1 วิเคราะหความบริสทุธิ์และความเขมขนของอารเอ็นเอ 

  นําอารเอ็นเอที่สกัดไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นา

โนเมตร (A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคานอยกวา 2.0 แสดง

วามีดีเอ็นเอปนเปอนสงู และคํานวณหาความเขมขนของอารเอ็นเอจากสมการ 

 

ความเขมขนของอารเอ็นเอ = คาการดูดกลืนแสงที่ 260 nm x 40 x dilution factor 
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  3.3.6.2 เพิ่มจํานวนช้ินสวนอารเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียกลุม

ออกซิไดซแอมโมเนยี 

  การเพิม่จํานวนชิ้นสวนอารเอ็นเอใชชุด OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, 

Germany) ในชุดนี้มีสารละลาย RT-PCR Enzyme Mix ซึ่งประกอบดวยเอนไซม Reverse 

Transcriptases ทีท่ําหนาที่เปล่ียนอารเอ็นเอไปเปนซดีีเอ็นเอ (cDNA) และเอนไซม DNA 

Polymerase สําหรับสรางสายดีเอ็นเอ ทาํใหสามารถสรางสายซีดีเอ็นเอและเกิดปฏิกิริยาลูกโซโพ

ลีเมอรเรสไปพรอมกันในข้ันตอนเดียวได ไพรเมอร (primer) ที่ใชคือ CTO189f+GC และ 

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

Proteobacteria ของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมีความยาว

ประมาณ 465 คูเบส ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาแสดงในคูมือ 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 ความเขมขนสุดทาย

ของสารละลายไพรเมอร (primer) ของแตละชนิดเปน 20 ไมโครโมล สารละลายดีเอ็นเอความ

เขมขน 100 นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร เติมน้ําปราศจากเอนไซม RNase ใหมีปริมาตรสุดทายคือ 50 

ไมโครลิตร โปรแกรมสําหรับสรางปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมีดังนี ้

 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 ี

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวยวิธ ีGel Electrophoresis ตามขอ 3.3.4.2 

  

3.3.7 การวิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  

 ใชอุปกรณของ DCode™ system (Biorad, USA) ในการวิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอ

ลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 30-70% จากสารละลาย 

denaturant 0% และ 100% (ภาคผนวก ข) ซึง่ทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใช

ระบบจายเกรเดียนทตามวธิทีี่ระบุไวในคูมอื เมื่อทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงใน
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ชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว เสียบหวีลงไประหวางกระจกทั้งสองแผน ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้ง

ขามคืนใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว นาํชุดเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทา ปริมาตรประมาณ 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนไดอุณหภูมิประมาณ 60 องศา

เซลเซียส ผสมผลิตภัณฑ PCR ทัง้หมดกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง  จากนั้นเปดสวิตซให

กระแสไฟฟาไหลผานชุดเจลแซนวิชและบัฟเฟอร  TAE จากข้ัวลบไปข้ัวบวก โดยใชความตางศักย 

130 โวลต นาน 5 ชัว่โมง ยอมดีเอ็นเอดวย สารละลายเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาท ี นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวยเคร่ืองตรวจสอบ

เจล  
  

3.3.8 การวิเคราะหลาํดับนวิคลีโอไทดชิ้นดีเอ็นเอเดนจากโปรไฟลของ DGGE 

  3.3.8.1 เพิ่มจํานวนช้ินดีเอ็นเอและทําใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน 

 ตัดชิ้นพอลิอะคริลาไมดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดนใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติม 

TE buffer 20 ไมโครลิตร แชชิ้นเจลไวที่ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 1-2 วัน เพื่อใหดีเอ็นเอละลาย

ออกมาจากเจลใหมากที่สุด เพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยที่ความ

เขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา ตามขอ 3.3.4.2 แตไพรเมอร (primer) 338F ไมตอง

มี GC clamp เช่ือมตอบริเวณ 5’ ในขณะที่ไพรเมอร (primer) ของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยีใชชนิดเดิม และใชปริมาณของสารละลายดีเอ็นเอต้ังตน 5 ไมโครลิตร จากนัน้ดําเนนิ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 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 ใชโปรแกรม และ

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวยวิธ ีGel Electrophoresis ตามขอ 3.3.4.3 
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3.3.8.2 โคลนชิ้นผลิตภัณฑ PCR 

  นําสารละลายผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.3.8.1 มาไลเกทเขากับเวกเตอร pGEM-

T Easy Vector System II (Promega, USA) ตามวิธทีีร่ะบุในคูมือในไมโครฟวจ โดยทําสวนผสม

ของปฏิกิริยา ดังนี ้

 

 2X ไลเกชันบัฟเฟอร      5  ไมโครลิตร 

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

 สารละลายผลติภัณฑ PCR จากขอ 3.3.7.1   3 ไมโครลิตร 

 T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)    1 ไมโครลิตร 

 ปริมาตรทั้งหมด       10 ไมโครลิตร 

 

ทําการไลเกชันที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง หลังจากนัน้เก็บ

สารละลายไลเกชันที่ไดไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช    

  

  3.3.8.3 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามดิเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 

JM109 และคัดเลือกทรานสฟอรมเมนท (tranformant) ที่มีชิน้ดีเอ็นเอที่ตองการ 

 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ดวยวธิี 

heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนาํคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ที่เกบ็ไวที่

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซยีส มาแชในน้ําแข็งใหละลายชาๆ ไมเกนิ 10 นาท ี เติมรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดที่ไลเกทไวแลวจากขอ 3.1.9.2 ปริมาตร 2-4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนาํไปบมใน

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

นํามาแชในน้ําแข็งทันที นาน 2 นาที แลวเติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนําเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อยางนอย 2 ชัว่โมง 

 คัดเลือกทรานสฟอรมแมนท (tranformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ

ดวยวิธ ี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดยนาํสารละลายเซลล       

E. coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดแลว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกล่ียลง

อาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 2% 

(ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-

galactoside) เขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร หลังจาก
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เกล่ียเช้ือแลว บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เก็บเชื้อ E. coli JM109 ที่มีรี

คอมบิแนนทพลามิด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวานํามาใช 

 

3.3.8.4 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด 

 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด ดวยชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวธิีที่ระบุในคูมอื  

ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดดวยวิธี Gel Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% 

โดยชั่งผงวุนหนัก 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทาํตามวิธใีน

ขอ 3.3.2  

 

3.3.8.5 ตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 ตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอที่สอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ ตามวิธทีี่ระบุไวในคูมอื โดยทาํสวนผสมของปฏิกริิยา ดังนี ้

 

 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy   1 ไมโครลิตร 

 10X บัฟเฟอร      1 ไมโครลิตร 

 เอนไซม EcoRI      1 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ     7 ไมโครลิตร 

  ปริมาตรทั้งหมด      10 ไมโครลิตร 

 

 ผสมสารใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3-4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นําสวนผสมของปฏิกิริยาทั้งหมด (10 ไมโครลิตร) มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่สอดแทรก ดวยวิธี Gel 

Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% โดยช่ังผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทําตามวิธีในขอ 3.1.5 เปรียบเทียบขนาดช้ินดีเอ็นเอที่สอดแทรก 

กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 

 

3.3.8.6 วิเคราะหสําดับนิวคลีโอไทด 

สงดีเอ็นเอไปวเิคราะหที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย 

ผานทางบริษทั Ward Medic Ltd., Part โดยบริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 

DNA Sequencing และเคร่ือง ABI® PRISM DNA Sequencing ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทด วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร M13R (5’ GGATAACAATTTCACACAGG 3’) 
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ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pGEM-T Easy เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ

ชิ้นดีเอ็นเอแลว นาํไปวิเคราะหลําดับเบสและจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียโดยเปรียบเทยีบกบั

ขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank ใชโปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) 

 
3.4 วิธวีิเคราะหคุณภาพน้าํ 

3.4.1 การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH4-N) โดยวิธกีารเกิดปฏิกิริยาของ 

Phenol hypochlorite (Strickland and Parsons, 1972) 

 เก็บน้าํตัวอยางจากขวดอาหารเล้ียงเชื้อ นํามาเจือจางดวยน้าํปลอดประจุ De-ionized 

water (D.I.) ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปเปตน้ําตัวอยางทีถู่กเจือจางลง

ในหลอดไมโครฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม Phenol solution (Phenol 20 กรัม 

ละลายใน 95% ethyl alcohol 200 มิลลิลิตร) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เขยาแลวเติม Sodium 

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

ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เขยาแลวเติม Oxidizing solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ซึ่งตองเตรียม

สารละลายใหมทุกคร้ังโดยผสม alkaline reagent (Sodium citrate 100 กรัม และ NaOH 5 กรัม 

ละลายในนํ้าปลอดประจุ 500 มิลลิลิตร) และ Sodium hypochlorite solution (ใชสารละลาย ทาง

การคาซ่ึงมีความเขมขนประมาณ 1.5 N) ในอัตราสวน 100 มิลลิลิตร ตอ 25 มิลลิลิตร ปดฝา

หลอดไมโครฟวจต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองอยางนอย 1 ชัว่โมง แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 640 nm โดยเคร่ือง Spectrophotometer เปรียบเทยีบกับสารละลายมาตรฐาน เทยีบกบั

กราฟมาตรฐานของแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (ภาคผนวก ค) ที่ความเขมขน 0.01, 0.0125, 0.05, 

และ 0.1 มิลลิกรัมแอมโมเนียไนโตรเจนตอลิตร ที่เตรียมจาก stock ammonia solution ความ

เขมขน 100 mgNH4-N/L และ blank ที่เตรียมจากน้าํปลอดประจุ 

 

 3.4.2 การวิเคราะหปริมาณไนไตรต-ไนโตรเจน (NO2-N) โดยวธิีการเกิดปฏิกริิยาของ 

Sulfanilamine (Strickland and Parsons, 1972) 

 เก็บน้าํตัวอยางจากขวดอาหารเล้ียงเชื้อ นาํมาเจือจางดวยละลายในน้าํปลอดประจุ (D.I.) 

แลวปเปตน้ําตัวอยางทีถู่กเจือจางลงในหลอดไมโครฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใชน้ํา

กล่ันเปน blank เติม sulphanilamide solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (sulphanilamide 5 กรัม 

HCl conc 50 ml ละลายในน้ําปลอดประจุ 500 มิลลิลิตร) เขยาแลวต้ังทิง้ไว 2-8 นาที เติม NNED 

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

ประจุ 500 มิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาแลวต้ังทิง้ไว 10 นาที ถงึ 2 ชัว่โมง วัดคาการ

ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 543 nm โดยเคร่ือง Spectrophotometer เปรียบเทยีบกับกราฟ
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มาตรฐานของไนไตรต-ไนโตรเจน (ภาคผนวก ค) ที่ความเขมขน 0.01, 0.0125, 0.05, และ 0.1 

มิลลิกรัมไนไตรตไนโตรเจนตอลิตร ที่เตรียมจาก stock nitrite solution ความเขมขน 100 mg 

NO2-N /L และ blank ที่เตรียมจากน้าํปลอดประจุ 

 

 3.4.3 การวเิคราะหปริมาณไนเตรต-ไนโตรเจน (NO3-N) โดยวิธีการวัดการดูดกลืนแสง 

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

1992) 

 เก็บน้าํตัวอยางจากขวดอาหารเล้ียงเชื้อ นาํมาเจือจางดวยน้าํปลอดประจุ (D.I.) ปเปตน้ํา

ตัวอยางทีถู่กเจือจางลงในหลอดไมโครฟวจ 1.5 มิลลิลติร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชน้ํากล่ันเปน 

blank วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 220 และ 275 nm โดยเคร่ือง UV 

Spectrophotometer การคํานวณหาปริมาณไนเตรต-ไนโตรเจน ทาํไดโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 220 nm หักลบดวยคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 275 nm เทยีบกับกราฟ

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

เขมขน 100 mg NO3-N /L และ blank ที่เตรียมจากน้ําปลอดประจุ 

 
3.5 การทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดในน้ําเสยีสังเคราะหและน้ําเสียจริง 
 3.5.1 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในน้ําเสียสังเคราะห 

 นําตัวกลางท่ีมีแบคทีเรียยึดเกาะจากขอ 3.2.2 มาทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียในน้ําเสีย

สังเคราะห โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อที่คัดเลือกไดจากขอ 3.2.1 มาใชเปนน้าํเสียสังเคราะห เตรียมน้ํา

เสียสังเคราะหปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใสตัวกลางทีม่ี

แบคทีเรียยึดเกาะจากขอ 3.2.2 ขวดละ 20 ชิ้น และเติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 

5 มิลลิกรัมตอลิตร  เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางน้ําทุกชัว่โมง 

ชั่วโมงละ 2 มลิลิลิตร เพื่อวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ตามวธิีการในขอ 3.4 

 

3.5.2 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในน้ําเสียจริง 

นําตัวกลางจากขอ 3.5.1 ทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียในน้าํเสียจริง โดยใชน้าํเสียจริง

จากสถานที่เกบ็ตัวอยางในขอ 3.1.1 นํามากรองผานกระดาษกรอง  Whatman No.4 เพื่อกาํจัด

ตะกอนที่อยูในน้าํเสีย ทดสอบปริมาณแอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรตในน้ําเสีย เติมน้ําเสียจริง

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใสตัวกลางจากขอ 3.5.1 ขวดละ 

20 ชิ้น และเติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 5 มิลลิกรัมตอลิตร เชนเดียวกับการ

ทดลองในน้ําเสียสังเคราะห เนื่องจากน้าํเสียในบอเล้ียงกุงที่ตอกับระบบบําบัดน้าํเสียจากสถานที่
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เก็บตัวอยางนัน้ มีปริมาณความเขมขนของแอมโมเนียในระบบตํ่าเนื่องจากมกีารเดินระบบ

ตลอดเวลา ดังนัน้จึงตองเติมแอมโมเนยีใหกับน้ําเสียจริงที่ใชในงานวิจัยนี้ เขยาที่ความเร็วรอบ 

130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางเชนเดียวกับการทดลองขอ 3.5.1 เพื่อวิเคราะห

ปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ตามวธิีการในขอ 3.4 

 

3.5.3 การทดสอบอัตราการยอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจนในน้ําเสียจริง 

 เตรียมน้ําเสียจริงตามขอ 3.5.2 และเติมแอมโมเนยีใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 

มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อทดสอบอัตราเร็วของการยอยสลายแอมโมเนยีที่ความเขมขนตาง ๆ ใส

ตัวกลางที่ผานการบาํบัดจากขอ 3.5.2 ขวดละ 20 ชิน้ เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกชัว่โมงจนกวาแอมโมเนยีจะหมดไป จากนัน้ถายตัวกลางใสขวดใหม 

เติมน้ําเสียจริง และทาํการทดลองซํ้าโดยเพิ่มความเขมขนของแอมโมเนียเปน 3, 5, 10 และ 15 

มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ โดยเก็บตัวอยางน้ําทุก 2 ชั่วโมง สาํหรับที่ระดับความเขมขนของ

แอมโมเนยีเปน 10 และ 15 มิลลิกรัมตอลิตร คาความเขมขนของแอมโมเนยีที่ลดลงตอเวลาที่ได

นําไปคํานวณหายอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจน โดยแทนคาในสมการดังตอไปนี ้ (Pano และ 

Middlebrooks, 1983) 

 

อัตรายอยสลายแอมโมเนียไนโตรเจน (V) =  Vmax x ความเขมขนของแอมโมเนยี (S) 

       Km + ความเขมขนของแอมโมเนีย (S) 

 
3.6 การเก็บรกัษาสภาพหัวเชื้อแบคทีเรีย 
 ทดสอบการเกบ็เซลลตรึงบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว โดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือที่

คัดเลือกตามภาคผนวก ก ปริมาตร 10 มิลลิลิตรใสในหลอดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร 

เติมกลีเซอรอล 15% และใสตัวกลางจากขอ 3.5.3 ทีม่แีบคทีเรียเกาะ 5 ชิน้ ลงไปในแตละหลอด 

เก็บเชื้อที่อุณหภูมิตาง ๆ 3 อุณหภูมิไดแก อุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส และอุณหภูมิ   

-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เมื่อครบตามกําหนด ถายหวัเชื้อทีเ่กาะกับตัวกลางทั้ง 5 ชิ้น ลง

ในขวดอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่คัดเลือกตามภาคผนวก ก ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีตัวกลางใหม

จํานวน 15 ชิ้นตอขวด เขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางน้าํเพือ่

ทดสอบกิจกรรมการบําบัดแอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรต เพื่อวิเคราะหปริมาณแอมโมเนยี ไน

ไตรตและไนเตรต ตามวิธีการในขอ 3.4 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 การคัดแยกและเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเบื้องตนจากบอบําบัดนํ้าเสยีของบอเลี้ยงกุงแบบ
หมุนเวยีนน้ํา 

4.1.1 การเก็บตัวอยางและเตรียมตัวอยาง 

เก็บตัวอยางน้าํและใยกรองจากบอบําบัดน้ําเสียของบอเล้ียงกุงแบบหมุนเวียนน้าํ จาก

ศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ภาควชิาวทิยาศาสตรทางทะเล คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใยกรองที่ใชในระบบบําบัดมชีื่อทางการคาคือ ไบโอคอรด 

(Biocord) มลีักษณะเปนเสนใยพลาสติกพนัอยูกับแกนกลาง เพื่อเพิ่มพืน้ที่ยึดเกาะของแบคทีเรีย

ในการบาํบัดแอมโมเนยีไนโตรเจนท่ีซึง่เปนของเสียที่มาจากบอเล้ียงกุง ใยกรองจะทําหนาทีเ่ปนตัว

กรองชีวภาพ เนื่องจากแบคทีเรียที่เกาะอยูสามารถใชแอมโมเนยีในน้ําเปนแหลงไนโตรเจนได ใย

กรองกอนนาํมาใชจะมีสีขาวขุน แตเมื่อนํามาใสในบอบําบัดที่มกีารเล้ียงกุงตลอดเวลา เปน

ระยะเวลามากกวา 4 เดือน ใยกรองไดเปล่ียนเปนสีน้าํตาลเขมและมีตะกอนสีน้ําตาลเขมเกาะอยู 

ดังภาพที่ 4.1  

สรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) รายงานวา ระบบหมุนเวยีนน้าํทะเล

แบบปดที่มีระบบบําบัดน้าํแบบ Nitrification Biofilter ซึ่งใชใยกรองไบโอโพลีมา และระบบ 

Tubular Denitrification Reactor จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชวีภาพทางทะเล

แหงนี้ สามารถใชเล้ียงกุงกลุาดํา (กุง 7 ตัวตอตารางเมตร) เปนเวลา 7 เดือน โดยไมมีการถายน้ํา

ออกทิ้ง ตลอดระยะเวลาการทดลอง สามารถควบคุมความเขมขนของแอมโมเนยีไมใหเกนิ 0.2 

มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร นอกจากนีย้ังสามารถใชเล้ียงกุงกุลาดําแบบหนาแนนสูง (กุง 150 ตัว

ตอตารางเมตร) เปนเวลา 4 เดือน พบความเขมขนของแอมโมเนยีไมเกิน 0.1 มิลลิกรัมไนโตรเจน

ตอลิตร และเม่ือทดลองใชเล้ียงกุงขาวแบบหนาแนนสูง (กุง 350 ตัวตอตารางเมตร) เปนเวลา 4 

เดือน พบความเขมขนของแอมโมเนยีไมเกิน 0.06 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร การเล้ียงกุงทั้ง 3 

แบบไมพบการสะสมไนไตรตในน้ําทะเล และการเล้ียงกุงทั้ง 3 แบบนี้ เปนการเล้ียงตอเนื่องกัน ใช

น้ําทะเลเดิมเล้ียงโดยไมมกีารเติมน้ําทะเลใหมเขาสูระบบแตอยางใด จะเหน็ไดวาระบบสามารถ

ควบคุมปริมาณแอมโมเนียใหอยูในระดับที่ไมเปนอันตรายตอกุง แสดงวาปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน่

สามารถเกิดไดอยางสมบูรณ จึงมีความเปนไปไดที่จะพบแบคทีเรียในกลุมของไนทริฟายอิง

แบคทีเรียที่เกาะเปนไบโอฟลม จากใยกรองที่ผานการเล้ียงกุงเปนระยะเวลายาวนานนี้  
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(ก)      (ข)  

 

ภาพที ่ 4.1 ใยกรองในระบบบําบัดน้าํเสียของบอเล้ียงกุง (ก) ใยกรอง (ข) บอบําบัดน้ําเสียแบบไน

ตริฟเคชันจากการเล้ียงกุง 

 

4.1.2 การเล้ียงเช้ือเบ้ืองตนบนอาหารแข็งชนิดตาง ๆ 

นําตัวอยางน้าํและตะกอนจากใยกรองของบอบําบัดน้ําเสีย มาเกล่ียบนจานอาหารเลี้ยง

เช้ือแข็งทั้งสองชนิด คือ อาหารเล้ียงเช้ือ AOB สําหรับเล้ียงแบคทเีรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย 

และอาหารเล้ียงเชื้อ NOB สําหรับเล้ียงแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต แตกตางกนัที่อาหารเลี้ยง

เช้ือ AOB เติมแอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปนแหลงไนโตรเจน ในขณะที่อาหารเลี้ยงเช้ือ 

NOB ใชโซเดียมไนไตรต (NaNO2) เปนแหลงไนโตรเจน อาหารเลี้ยงเช้ือแข็งที่ใชในการทดลองนี ้

ดัดแปลงจาก Carlucci และ Strickland (1968) เนื่องจากอาหารแข็งทั้ง 2 ชนิด สามารถใชคัดแยก

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงทัง้ 2 กลุม ดังทีก่ลาวมาแลว ในขณะทีง่านวิจัยอ่ืน ๆ ใชอาหารเลี้ยงเช้ือ

คัดแยกไนทริฟายอิงแบคทีเรียเพียงกลุมเดียว ซึง่มกัจะเปนกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย นอกจากนี้

อาหารเล้ียงเชือ้ของ Carlucci และ Strickland (1968) ยังใชระยะเวลาในการเล้ียงเชื้อนอยกวา 

(Du และคณะ, 2003; Shan และ Obbard, 2001) เนื่องจากไนทริฟายอิงแบคทีเรีย เปนแบคทีเรีย

ที่โตชา (Tal และคณะ, 2003) ดังนัน้ในการทดลองจึงตองหาสูตรอาหารที่กระตุนการเจริญของ

แบคทีเรียกลุมนี้ไดเร็วและไมมีสารอินทรียคารบอน เพื่อปองกันการเจริญของแบคทีเรียกลุม 

heterotrophs อ่ืน ๆ ซึ่งสามารถเจริญไดเร็วกวาไนทริฟายอิงแบคทีเรีย 

ภายหลังจากการบมเปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง พบวามโีคโลนีข้ึนบนจานอาหารเล้ียง

เช้ือทั้งสองชนดิ โดยจํานวนโคโลนีของอาหารเล้ียงเช้ือ AOB มีมากกวาโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

NOB แสดงถงึประชากรของแบคทีเรียกลุม AOB มีจาํนวนมากกวาประชากรของแบคทีเรียกลุม 

NOB ในตัวอยางใยกรองของบอบําบัดน้ําเสียจากการเลี้ยงกุง ซึง่มีของเสียในรูปของแอมโมเนีย

ไนโตรเจนเขามาในระบบตลอดเวลา ดังนั้นจงึเปนไปไดที่จะพบแบคทีเรียกลุม AOB ไดมากกวา

แบคทีเรียกลุม NOB 
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นอกจากนีโ้คโลนีที่ข้ึนบนอาหารแข็งทัง้สองชนิดมีลกัษณะแตกตางกนั และบนอาหารชนิด

เดียวกนัก็มีลักษณะโคโลนหีลากหลายแบบ โดยมีทั้งโคโลนีสีขาว และโคโลนทีี่มีสีอ่ืน ๆ ขนาดของ

โคโลนีก็มีความแตกตางกนั ดังภาพที่ 4.2 โดยทัว่ไปแลวโคโลนี 1 โคโลนีหมายถึงแบคทีเรีย 1 ชนิด

ซึ่งแบคทีเรียแตละชนิดอาจมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันทั้งขนาด ลักษณะรูปราง และสีของ

โคโลน ีจากภาพที ่ 4.2 แสดงใหเห็นในเบ้ืองตนวาประชากรของแบคทีเรียกลุม AOB และ NOB มี

ความหลากหลาย อยางไรก็ตาม เมื่อนําโคโลนีที่ไดจากการเกล่ียเช้ือบนอาหารแข็ง มาเข่ียเช้ือใน

อาหารชนิดเดิม พบวาไมสามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อจานใหมได อาจเนื่องมาจากในระบบ

บําบัดน้าํเสียแบบไนตริฟเคชนัโดยทั่วไป แบคทีเรียกลุมไนตริฟายเออรจะอยูรวมกนัเปนไบโอฟลม 

ซึ่งประกอบไปดวยกลุมประชากรแบคทีเรียหลากหลายชนิด (Sugita และคณะ, 2005) เพื่อพึ่งพา

อาศัยกนัในการใชสารตาง ๆ ที่แบคทเีรียอีกชนิดผลิตข้ึน     ดังนัน้เม่ือเข่ียโคโลนีเด่ียวแตละโค

โลนีลงบนจานอาหารเล้ียงเชือ้ใหม แบคทีเรียเหลานั้นจึงไมสามารถเจริญอยางตอเนื่องบนอาหาร

แข็งได  

 

(ก)   (ข)  

 

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

NOB จากตัวอยางน้ําและตะกอนจากใยกรองท่ีเจือจางความเขมขน 100 เทา เชนเดียวกนั 

 

4.1.3 การเล้ียงเช้ือเบ้ืองตนในอาหารเหลวชนิดตาง ๆ 

นําตัวอยางน้าํและตะกอนจากใยกรองของบอบําบัดน้ําเสีย มาเล้ียงในอาหารเหลว AOB 

แบบตางๆ ที่ใสตัวกลาง BCN 009 โดยดัดแปลงสวนประกอบของอาหารเหลว AOB ตามตารางท่ี 

3.1 เปนเวลา 1 เดือน จากนัน้นาํมาปนเกบ็ตะกอนเพื่อสกัดดีเอ็นเอดวยวธิี freeze-thaw ดัดแปลง

จาก Tsai และ Olson (1991) จากนัน้นาํดีเอ็นเอที่ไดไปทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยไพรเมอร 

(primer) คือ 338f-gc และ 518r ไดผลิตภัณฑขนาด 200 คูเบส และศึกษาโครงสรางประชาคม
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แบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ผลการทดลองแสดง

ดังภาพที่ 4.3  

 

 
 

ภาพที่ 4.3 การวิเคราะห DGGE ดวยไพรเมอร 16S universal จากดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่สกัด

จากอาหารเล้ียงเชื้อเหลวชนิดตาง ๆ ชองวิ่งที ่ 1 ไมใสอาหารกุง ชองวิง่ที ่ 2-7 ใสอาหารกุง 80 

มิลลิกรัมตอลิตร ชองวิ่งที่ 8-9 ตะกอนจากใยกรองที่เก็บจากตําแหนงที่ตางกนั ลูกศรแสดงแถบดี

เอ็นเอเดนที่เลือกมาวิเคราะห ลําดับนวิคลีโอไทด 

 

 การวิเคราะห DGGE นี ้ เปนการศึกษาเบ้ืองตน เพื่อเปรียบเทียบโครงสรางประชาคม

แบคทีเรียบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงโดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิดตาง ๆ เกรเดียนทของความ

เขมขน denaturant คือ 30 – 70% พบวาโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชื้อเหลว

ตางๆ มีลักษณะคลายคลึงกับประชาคมแบคทีเรียจากใยกรอง (ภาพท่ี 4.3) โดยแถบดีเอ็นเอเดน

จากอาหารเล้ียงเชื้อเหลว อยูตรงกับแถบดีเอ็นเอโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากใยกรองหลาย

ตําแหนง ดังนัน้อาหารเล้ียงเชื้อเหลวจึงนาจะใชเปนอาหารสําหรับการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียจากใย

กรองได จากผลการทดลองพบวามีความแตกตางระหวางอาหารเหลวท่ีใสและไมใสอาหารกุง คือ

แถบดีเอ็นเอเดนของอาหารเหลวเติมอาหารกุง (ชองวิง่ที ่ 2-7) มคีวามคมชัดกวาแถบโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียของอาหารเหลวไมเติมอาหารกุง (ชองวิง่ที ่ 1) (ภาพที ่ 4.3) ซึง่ในระบบบาํบัด

จริงนัน้น้าํเสียที่มาจากการเลี้ยงกุง ยอมจะตองมีอาหารกุงละลายบนมากับน้ําเสียและเขาสูระบบ

บําบัดอยูแลว และในอาหารกุงก็จะมสีารอาหารและวิตามนิเปนสวนประกอบ แบคทีเรียจึง
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สามารถเจริญไดดีกวาอาหารเล้ียงเชื้อที่ไมเติมอาหารกุง ในชวงแรกของการศึกษานี ้ ไดเติมอาหาร

กุง 80 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชือ้ ซึ่งเปนปริมาณเดียวกันกบัในงานวิจัยของ Delwiche 

และ Finstein (1965) ที่เติมสารสกัดจากยสีต (yeast extract) 80 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อกระตุนการ

เจริญของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย อยางไรก็ตามการเติมสารสกัดจากยีสตอาจทาํใหแบคทีเรียกลุม 

heterotroph เจริญไดมากกวากลุม nitrifying autotroph ดังนัน้จึงเลือกใชอาหารกุงแทน อยางไรก็

ตามอาหารกุงมีสวนประกอบบางชนิดที่ไมละลายน้าํ ในการทดลองตอมา จึงเพิ่มอาหารกุงเปน 90 

มิลลิกรัมตอลิตร ทั้งนีง้านวิจัยของ Shan และ Obbard (2001) ใชแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่

ตรึงอยูกับ clay pellet ในการบาํบัดแอมโมเนยีจากการเล้ียงกุง อาหารเล้ียงเชือ้ที่ใชก็มีการเติม

อาหารกุง 440 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อเลียนแบบสภาวะในบอเล้ียงกุงเชนเดียวกัน สวนอาหารเล้ียง

เช้ือที่เติมโซเดียมคารบอเนต (NaHCO3) 300 มิลลิกรัมตอลิตร (ชองวิ่งที่ 2, 5-7) มีแถบดีเอ็นเอ

เดนหลายแถบ ซึ่งแสดงวาโครงสรางประชาคมแบคทีเรียมีความหลากหลาย และแถบดีเอ็นเอ

เหลานี้ยงัชัดเจนกวาอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมโซเดียมคารบอเนต 100 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร (ชอง

วิ่งที่ 3-4) (ภาพที ่4.3) ดังนัน้ในการทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เติมอาหารกุง 

90 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคารบอเนต 300 มิลลิกรัมตอลิตร 

แมวาแถบดีเอ็นเอของตัวกลางในอาหารเล้ียงเชื้อบางแถบ มีความคลายคลึงกับแถบที่

ปรากฏในชองวิ่งของตะกอนใยกรองทัง้ 2 ตัวอยาง (ภาพที่ 4.3) อยางไรก็ตามเปนการยากทีจ่ะ

บอกไดวาแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏนั้นเปนแบคทีเรียชนิดเดียวกนัหรือไม เนื่องจากแถบดีเอ็นเอมีความ

เอียงและสังเกตไดไมชัดเจน นอกจากน้ียังพบวาตัวอยางจากใยกรองที่เก็บจากตําแหนงที่ตางกนั

ในถังบําบัดน้าํเสียแบบไนตริฟเคชั่นจากระบบหมนุเวียนน้าํ (ชองวิ่งที่ 8 และ 9) แถบโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียของตัวอยางมีแถบดีเอ็นเอเดนไมเหมือนกนั (ภาพที่ 4.3) ซึ่งอาจเปนผลมาจาก

อิทธิพลของสิง่แวดลอมในระบบบริเวณจดุเก็บตัวอยางเชน ปริมาณออกซิเจนในน้าํ หรือชนิดของ

แบคทีเรียในไบโอฟลม 

 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

การศึกษาชนดิของแบคทีเรียจากการวเิคราะห DGGE โดยการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทดของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของไพรเมอร 338f-gc และ 518r เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีใน

ฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn ซึ่งอนุมานไดวาแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ มาจาก

แบคทีเรีย 1 ชนิด เนื่องจากในการทดลองนี้เปนการวิเคราะหเบ้ืองตน เพี่อดูภาพรวมของประชากร

แบคทีเรียในใยกรองและในอาหารเล้ียงเชือ้ และตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกันสามารถอนุมาน

ไดวาแถบดีเอนเอที่ตรงกันเปนดีเอนเอชนดิเดียวกนั อยางไรก็ตามในข้ันตอนการโคลนดีเอ็นเอจาก

แถบดีเอ็นเอเดนที่ปรากฎในแผนเจลโพลีอะคริลาไมด (ภาพที ่ 4.3) นั้น พบวาแถบดีเอ็นเอเดน
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สวนมากไมสามารถโคลนดีเอ็นเอเขาพลาสมิดได ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากปญหาทางเทคนิคใน

ข้ันตอนการโคลน แถบดีเอนเอเดนที่สามารถโคลนไดจากใยกรองทั้งสองตัวอยาง คือ F1, F2 และ 

F3 และแถบดีเอนเอเดนในอาหารเล้ียงเช้ือ คือ M พบวาแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสทั้ง 4 แถบ 

เปนแบคทีเรียคนละชนิดกัน (ตารางที ่ 4.1) แบคทีเรียที่จําแนกไดสวนใหญเปนแบคทีเรียที่แยกได

จากตัวอยางน้าํทะเล แบคทีเรียเหลานี้จดัเปนแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (Uncultured 

bacterium) ซึ่งบางชนิดอาจเปนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่มีบทบาทในการบาํบัดแอมโมเนียใน

ระบบบําบัดน้าํเสียที่ใชในการศึกษา เชน AM295517 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดที่

แยกไดจากไบโอฟลมในระบบบําบัดแบบโปรยกรอง (trickling filter) ของระบบการเล้ียงสัตวน้าํ

แบบหมุนเวียนน้าํ (Foesel และคณะ, 2007) จากผลการทดลองนี้แสดงวา แบคทีเรียกลุมเดนของ

ใยกรองเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได ซึง่สอดคลองกบัผลการทดลองขอ 4.1.2 ทีพ่บ

โคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเชื้อ แตเมื่อเข่ียโคโลนีเด่ียวลงอาหารเล้ียงเชื้อจานใหม กลับไม

พบการเจริญของแบคทีเรีย  

เนื่องจากในข้ันตอนนี้เปนการเล้ียงเชื้อเบ้ืองตน เพื่อหาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมที่สุดสําหรับ

เล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง จากบอบําบัดน้าํเสียแบบไนทริฟเคชัน่ของระบบหมุนเวียนน้าํเพือ่

การเพาะเล้ียงสัตวน้ํา ดังนั้นในข้ันแรกจึงเลือกใชไพรเมอร 338f-gc และ 518r เพื่อจําแนกชนิดของ

แบคทีเรียกลุมเดนในระบบบาํบัดน้ําเสียแบบไนทริฟเคชัน่ ซึ่งคาดวานาจะเปนแบคทเีรียกลุมไนทริ

ฟายอิง อยางไรก็ตามเมือ่วิเคราหแถบดีเอ็นเอเดนที่โคลนไดพบวา แถบดีเอ็นเอเดนที่โคลนได

สวนมากเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได (Uncultured bacteria) ซึ่งไมสามารถบอก

ไดวาเปนแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิงหรือไม ดังนัน้ในการทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชไพรเมอร 

CTO189f-gc และ CTO654r ในการวิเคราะหดีเอ็นเอจากแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงได เพื่อใหสามารถ

บอกไดวาแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดเปนแบคทีเรียในกลุมไนทริฟายอิง 

 

 

 

 

 

 

 



 
52 

ตารางที ่ 4.1 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอเดนจากภาพท่ี 4.3 (M หมายถึง 

แบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชือ้ F หมายถึง แบคทีเรียจากใยกรอง) 

แถบดี

เอ็นเอ

เดน 

Accession 

No. 

Sequence 

identity 

(%) 

สายพนัธุแบคทีเรีย แหลงที่มา อางอิง 

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) 

ไมตีพิมพ 

F3 EU734671 100 Microbacterium sp. 

สายพนัธุ FS-YC6714 

Sludge Yasir และ 

Chung,Y.R. 

(2008)           

ไมตีพิมพ 

 
 
4.2 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยใชอาหารเหลวทีเ่ลือก 

ทําการเพาะเล้ียงแบคทีเรียจากตัวอยางน้าํและใยกรอง โดยใชอาหารเหลวที่คัดเลือกจาก

ขอ 4.1.3 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของการคัดแยกและเพิ่มจาํนวนแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง 

การทดสอบเร่ิมตนจากนาํตัวอยางตะกอนจากน้ําและใยกรอง จากระบบบําบัดน้าํแบบหมุนเวียน

น้ํา จากศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลยีชวีภาพทางทะเล มาใสในขวดรูปชมพูที่มีอาหาร

เหลวที่เติมแอมโมเนยีความเขมขน 100 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร เพื่อกระตุนการเจริญของ

แบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยี และใสตัวกลาง BCN-009 เพื่อใชเปนพื้นที่ยึดเกาะของ

แบคทีเรีย  เล้ียงเชื้อเปนเวลา 1 เดือน เมื่อครบ 1 เดือน เปล่ียนอาหารเล้ียงเชื้อใหม โดยถายเฉพาะ

ตัวกลางทัง้หมดในขวดอาหารเกาลงในอาหารเล้ียงเช้ือขวดใหม เพื่อกาํจัดปริมาณไนเตรตที่สะสม

อยูในอาหารเล้ียงเชื้อ และเพื่อลดการเกิดกรดซึ่งเกิดจากกระบวนการยอยสลายแอมโมเนยี เมือ่

การเล้ียงเช้ือเบ้ืองตนผานไป 1 เดือน เปล่ียนอาหารเล้ียงเชื้อใหม โดยถายตัวกลางทั้งหมดลงใน

อาหารเล้ียงเชือ้ขวดใหม เพื่อใหไดจํานวนแบคทีเรียจาํนวนมากเปนหัวเชื้อในการทดลอง รวมใช

เวลาเล้ียงเชื้อทั้งหมด 3 เดือน โดยเมื่อผานการเล้ียงเชื้อในข้ันตอนนี้สามารถสังเกตเหน็ตะกอนสี
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น้ําตาลเกาะอยูบนตัวกลางไดอยางชัดเจน และสามารถนําตะกอนท่ีเกาะอยูนัน้ไปสกัดดีเอ็นเอใน

ข้ันตอนตอไปได ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณแอมโมเนยี ไนไตรต และไนเตรต ในแตละเดือนแสดง

ดังภาพที่ 4.4 โดยทดสอบการเปล่ียนแปลงของแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ทกุ 7 วนั พบวา

ปริมาณแอมโมเนียลดลง ในขณะทีป่ริมาณของไนไตรตและไนเตรตเพิ่มข้ึน โดยในเดือนที่ 1 

ปริมาณแอมโมเนียสามารถลดลงไดประมาณ 30 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร และในเดือนที ่2 และ 

3 ปริมาณแอมโมเนยีสามารถลดลงไดประมาณ 40 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ปริมาณไนไตรตใน

เดือนที่ 1 และ 2 ยังคงพบไดในอาหารเล้ียงเชื้อ แตในเดือนที่ 3 พบวาปริมาณไนไตรตลดลงและ

หมดไปในที่สดุ ในขณะทีป่ริมาณไนเตรตเพิ่มข้ึนเมื่อผานการเล้ียงเชื้อในวันที ่7 ของทุกเดือน แสดง

วากระบวนการยอยสลายไนไตรต เกิดข้ึนภายหลังกระบวนการยอยสลายแอมโมเนียไปเปนไน

ไตรตประมาณ 7 วัน จากการทดลองข้ันตอนนี้พบวาในเดือนที่ 1 ปริมาณไนไตรตยังไมสามารถ

ลดลงจนหมดได แสดงวาหวัเชื้อแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อยังไมสามารถ

นําไปใชได จงึตองเล้ียงเช้ือตอไป ในเดือนที ่ 2 ปริมาณไนไตรตลดลงแตยังหมดจนกระทั่งในชวง

เดือนที ่3 จึงพบวาปริมาณไนไตรตลดลงจนหมด แสดงวาการเพิ่มจํานวนหัวเชื้อในอาหารเล้ียงเชื้อ

นี้ใชระยะเวลาประมาณ 2-3 เดือน 
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ภาพที ่ 4.4 การเปล่ียนแปลงของแอมโมเนีย ไนไตรตและไนเตรต ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชคัดเลือก

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ในระยะเวลา 3 เดือน (    แสดงปริมาณแอมโมเนีย ไนเตรต 

และไนไตรต ตามลําดับ) 
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เมื่อเล้ียงเช้ือผานไปทัง้หมดเปนเวลา 3 เดือน นําตัวกลางทัง้หมดมาทดสอบประสิทธิภาพ

ในการบาํบัดแอมโมเนยี โดยใสตัวกลาง 20 ชิ้น ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่

ความเขมขน 2, 5 และ 10 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร พบวาแอมโมเนียทุกความเขมขนสามารถ

ลดลงไปถึงนอยกวา 0.01 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ไดใน 1 วัน แตปริมาณไนไตรตยังไมลดลง 

ดังนัน้จึงเปลีย่นขวดอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมแอมโมเนยีทกุวัน เพื่อใหสภาวะในขวดทดลองมี

แอมโมเนยีสม่าํเสมอคลายกบัสภาวะในการบําบัดจริง และเพื่อกระตุนการทํางานของแบคทีเรีย

กลุมออกซิไดซแอมโมเนยี และกลุมออกซิไดซไนไตรต ใหมีประสิทธิภาพ ผลการทดลองพบวา 

ปริมาณความเขมขนของไนไตรตเพิ่มข้ึนในชวงแรกของการทดสอบ แตเมื่อผานวนัที่ 7 ปริมาณ

ความเขมขนของไนไตรตลดลงจนเกือบถงึ 0 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร แมวาจะใชเติมแอมโมเนีย

ที่ความเขมขนตางกนั ซึ่งอาจเนื่องมาจากแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต ที่มีบทบาทในการสลาย

ไนไตรต สามารถปรับตัวและมีกิจกรรมในการสลายไนไตรตไดอยางรวดเร็ว ผลของไนเตรตพบวา

ปริมาณไนเตรตคอนขางคงที่ ข้ึนอยูกับปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตนในแตละคร้ังของการเติม

แอมโมเนยี จากผลการทดลองแสดงวาหวัเชื้อที่ผานการเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน สามารถ

นําไปใชในการบําบัดแอมโมเนียและไนไตรตไดจริง ดังรูป 4.5 
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ภาพที่ 4.5 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากการเล้ียงเชื้อในการบําบัด 

(  แสดงแอมโมเนียความเขมขนประมาณ 2, 5 และ 10 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร 

ตามลําดับ)     หมายถึงการเปล่ียนขวดอาหารเล้ียงเชื้อและเติมแอมโมเนียใหไดความเขมขน

ใกลเคียงกับความเขมขนเร่ิมตนของแตละชุดทดลอง 
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การเจริญของแบคทีเรียบนตัวกลาง 

เมื่อผานการเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน พบวาตัวกลางมีตะกอนสีน้ําตาลเกาะอยูภายใน 

ซึ่งสามารถสังเกตไดดวยตาเปลา และเม่ือนําไปผานกระบวนการเตรียมตัวอยางกอนนํามาสอง

ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM)  

สามารถเหน็ความแตกตางของตัวกลางที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือนกับตัวกลางที่ไม

มีตะกอนเกาะอยางชัดเจน ดังภาพที ่ 4.6 สอดคลองกบัการรายงานของ Tal และคณะ (2003) ที่

ศึกษาประชากรแบคทีเรียจากระบบบําบัดน้ําเสีย จากระบบหมุนเวยีนน้าํเพื่อการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา 

โดยใชเม็ดโพลีเอทีลีน ทีม่ลีักษณะคลายกับตัวกลางที่ใชในงานวิจัยนีใ้นการบาํบัดน้ําเสียจากการ

เพาะเล้ียงสัตวน้าํ พบวาเมือ่ผานการบําบัดมากกวา 1 เดือน สังเกตเห็นไบโอฟลมสีน้ําตาลเกาะอยู

บนเม็ดโพลีเอทีลีน เมือ่นํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง

เชนเดียวกนั 

 

  
 

ภาพที ่4.6 ลักษณะพืน้ผิวตัวกลาง BCN 009 ภายหลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน (ก) ตัวกลางที่ไม

มีตะกอนเกาะ (ข) ตัวกลางภายหลังการเล้ียงเชื้อ 

 

จากผลการทดลองสองตัวอยางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (ภาพที่ 

4.7) พบวาพื้นผิวภายนอกของตัวกลางมีความเรียบกวาพื้นผิวภายในตัวกลางซึง่คอนขางขรุขระ 

ทําใหแบคทีเรียสามารถเกาะอยูกับดานในของตัวกลางไดมากกวา รวมทัง้พืน้ผิวดานนอกมีแรงชะ

จากการเขยาขวดอาหารเล้ียงเชื้อ จงึอาจทําใหแบคทีเรียเกาะอยูไดนอยกวา จากภาพที ่ 4.7 สิง่ที่

เกาะอยูบนพืน้ผิวของตัวกลาง มีลักษณะเปนเซลลที่มีการสรางเสนใยยึดกับตัวเซลลและพืน้ผิว

ตัวกลาง จากการทดลองที่ผานมาแสดงใหเห็นวาวิธีการและอาหารเล้ียงเช้ือนี้สามารถเล้ียง

แบคทีเรียตรึงอยูกับตัวกลางได โดยแบคทีเรียยงัคงมีกิจกรรมในการยอยสลายแอมโมเนยีและไน

ไตรตไดดี 
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ดานใน 

 

 

 
ดานนอก 

 

 

 
 

ภาพที ่4.7 ภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ก) และ (ข) แสดงภาพดานในตัวกลาง (ค) 

และ (ง) แสดงภาพดานนอกของตัวกลาง รูปดานซายแสดงภาพตัวกลางที่ไมมีแบคทีเรียเกาะ รูป

ดานขวาแสดงภาพแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดบนตัวกลาง 

 

 

 

 

 

 

ดานใน  
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ดานนอก 

 

 

 
 

ภาพที ่ 4.7 (ตอ) ภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (จ) และ (ฉ) แสดงภาพดานใน

ตัวกลาง (ช) และ (ซ) แสดงภาพดานนอกของตัวกลาง รูปดานซายแสดงภาพตัวกลางที่ไมมี

แบคทีเรียเกาะ รูปดานขวาแสดงภาพแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดบนตัวกลาง 

 

  

 

 

 

 
4.3 การเปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดกับแบคทีเรียในบอบําบัด 
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4.3.1 การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากตะกอนใยกรองและจากตัวกลางในอาหารเล้ียง

เช้ือ 

 จากการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากตะกอนใยกรอง ทีเ่ก็บมาพรอมกับการทดลองขอ 

4.2 และจากตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวหลังจากผานการเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 เดือน จากขอ 

4.2 ดวยวธิี freeze-thaw ดัดแปลงจาก Tsai และ Olson (1991) เชนเดียวกับการทดลองขอ 4.1 

สามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางได จากภาพที ่4.8 สามารถเห็นแถบดีเอ็นเอไดอยางชัดเจน 

 

 
 

ภาพที ่4.8 Genomic DNA ของแบคทีเรียจากตัวอยาง จากซายไปขวา marker 1 kb DNA ladder 

(ชองวิ่งที่ 1) E. coli (ชองวิ่งที ่ 2) แบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเชือ้ (ชองวิง่ที ่ 3) 

แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิ่งที่ 4) 

 

4.3.2 การเพิ่มจํานวน 16S rDNA โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction) 

ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 4.2.1 นาํมาเพิม่จํานวนโดยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส         ใช

ไพรเมอร (DNA primers) 2 แบบ คือ 16S universal primers ไดแก 338f-gc และ 518r ตามวิธี

ของ Ye และคณะ (2007) และ 16S AOB primers ไดแก CTO189f-gc และ CTO654r ตามวิธี

ของ Kowalchuk และคณะ (1997) 

   

 

 

4.3.2.1 16S universal primers   

 1           2          3          4 
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  ผลการเพิม่จํานวนโดยปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยไพรเมอร (DNA primers) 

คือ 338f-gc และ 518r ไดผลิตภัณฑขนาด 200 คูเบส ไพรเมอรชนิดนี้สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ

ไดที่ตําแหนง 16S rDNA ของแบคทีเรียทัว่ไป ดังนั้นเมือ่นํามาตรวจสอบผลิตภัณฑดวยเคร่ืองอิเลค

โทรโฟเรซิสพบแถบผลิตภัณฑขนาด 200 คูเบส จากตัวอยางทัง้หมดไดชัดเจน ดังภาพที ่4.9  

 

1      2     3     41      2     3     4

 
 

ภาพที่ 4.9 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจาก Genomic DNA ของไพรเมอร 16S universal 

จากซายไปขวา marker 100 bp DNA ladder (ชองวิง่ที ่ 1) E. coli (ชองวิ่งที ่ 2) แบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ (ชองวิง่ที่ 3) แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิ่งที่ 4) 

 

4.3.2.2 16S AOB primers   

ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจากไพรเมอร (DNA primers) ชนิดนี้มีขนาด 

465 คูเบส จากภาพที ่ 4.10 พบแถบผลิตภัณฑที่ตําแหนงประมาณ 500 คูเบส จากตัวอยางดีเอ็น

เอของตะกอนจากตัวกลาง และตะกอนจากใยกรอง แตไมพบแถบผลิตภัณฑจากดีเอ็นเอของ E. 

coli ทัง้นี้เนื่องจากไพรเมอรชนิดนี้มีความจําเพาะกบัดีเอ็นเอของแบคทีเรียกลุม AOB ที่ตําแหนง 

16S ดังนัน้จงึไมพบแถบผลิตภัณฑจากดีเอ็นเอของ E. coli 
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1     2      3      4 1     2      3      4 

 
 

ภาพที ่ 4.10 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจาก Genomic DNA ของไพรเมอร 16S AOB 

จากซายไปขวา marker 100 bp DNA ladder (ชองวิง่ที ่ 1) E. coli (ชองวิ่งที ่ 2) แบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ (ชองวิง่ที่ 3) แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิ่งที่ 4) 

 

4.3.3 การแยกชนิดของแบคทีเรียโดยวธิี DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) 

DGGE โดยใช 16S universal primers 

โครงสรางประชาคมแบคทีเรียของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่ใชไพรเมอร (DNA 

primers)  คือ 338f-gc และ 518r แสดงดังภาพที่ 4.11 พบวาแถบทีช่ดัเจนของผลิตภัณฑลูกโซโพ

ลิเมอเรสของแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเช้ือ (ชองวิง่ที่ 2) ไมตรงกับแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรส

ของแบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิง่ที่ 3) แสดงวาแบคทีเรียกลุมเดนในใยกรองนาจะเปนคนละชนิด

กับแบคทีเรียที่เจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือได เนื่องจากในระบบบําบัดจริงนั้นน้ําเสียอาจมี

สารอาหารและสภาวะที่เหมาะกับแบคทเีรียหลากหลายชนิดมากกวาในอาหารเล้ียงเชื้อ จากการ

ทดลองของ Itoi และคณะ (2006) ศึกษาประชากรของแบคทีเรียบนตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัด

น้ําแบบหมุนเวียนน้าํจากการเพาะเล้ียงปลาปกเปา โดยใช universal primers พบวาบนตัวกรอง

ชีวภาพพบแบคทีเรียหลากหลายกลุม เชน Actinobacteria, α-Proteobacteria, Bacilli, β-

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

Planctomycetacia, Sphingobacteria, Verrucomicrobia และ Unclassified bacteria ซึ่ง

แบคทีเรียกลุมเดนทีพ่บมากที่สุดตามลําดับไดแก γ-Proteobacteria, Flavobacteria และ 

Sphingobacteria นอกจากนี้ยงัพบแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ไดแกกลุม Nitrosomonas sp. 

เชนเดียวกับการทดลองนี้ใชไพรเมอร 338f-gc และ 518r ซึ่งเปน universal primers เชนกนั จึง

สามารถจับกบัดีเอ็นเอตําแหนง V3 ของ 16S rDNA genes ของแบคทีเรียไดทุกชนิด อยางไรกต็าม

ในการทดลองชวงแรกนั้น เปนการศึกษาภาพรวมของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือและแบคทีเรีย

บนใยกรอง เพื่อสังเกตความหลากหลายและกลุมประชากรเดนของแบคทีเรียบนใยกรองและใน
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อาหารที่ใชเล้ียง ซึ่งจากผลการวิเคราะหลําดับเบสจากตารางที ่ 4.1 พบแบคทีเรียที่ไมสามารถ

เพาะเล้ียงได (Uncultured bacterium) ซึ่งไมสามารถบอกไดชัดเจนวาเปนแบคทีเรียในกลุมไนทริ

ฟายอิงตามทีต่องการจริงหรือไม อยางไรก็ตาม จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงได (ภาพที ่ 4.5) ก็พบวาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการบําบัดแอมโมเนยีที่ความ

เขมขนของแอมโมเนยีตาง ๆ กัน สามารถลดปริมาณแอมโมเนยีไดทกุวัน ดังนัน้แมวาแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงไดจะไมใชแบคทีเรียกลุมเดนในใยกรอง แตเปนแบคทีเรียที่มีความสําคัญในการบําบัด

แอมโมเนยี โดยทัว่ไปการศึกษาแบคทีเรียกลุมไนตริฟายเออร จําเปนตองใชไพรเมอรที่มี

ความจาํเพาะตอแบคทีเรียกลุมนี้ (Nicolaisen และ Ramsing, 2002) 

 

1     2     31     2     3

 
 

ภาพที ่ 4.11 การวิเคราะห DGGE ของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่ใชไพรเมอร 16S universal 

เกรเดียนทของความเขมขน denaturant คือ 30 – 70% จากซายไปขวา E. coli (ชองวิ่งที่ 1) 

แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเชือ้ (ชองวิง่ที ่2) แบคทีเรียจากใยกรอง (ชองวิง่ที ่3)  

 

จากภาพที ่ 4.11 เมื่อนําตําแหนงของแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสมาเปรียบเทยีบกับ

ตําแหนงของภาพที่ 4.3 พบวาแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของแบคทีเรียบนใยกรองมีความ

คลายคลึงกนัในบางตําแหนง เนื่องจากตะกอนจากใยกรองท่ีใชในการสกัดดีเอนเอเปนตะกอนที่

เก็บที่เวลาแตกตางกัน ดังนัน้จึงอาจมีการเปล่ียนแปลงของโครงสรางประชากรจุลินทรีย (Itoi และ

คณะ, 2006) ทําใหแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสมีความแตกตางกนับาง ในขณะที่แถบ

ผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเชื้อในภาพที่ 4.11 และ ภาพที่ 4.3 มี

ความแตกตางกันมากกวา ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากระยะเวลาในการเล้ียงเชื้อตางกนั (1 เดือนกับ 3 

เดือน) เมื่อเล้ียงเชื้อเปนระยะเวลานาน ก็อาจทําใหแบคทีเรียบนใยกรองมีความจําเพาะมากข้ึน 
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แบคทีเรียที่ไมสามารถทนตอแอมโมเนียไดก็จะไมสามารถอยูรอดไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําใหแถบ

ผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่พบในภาพที ่ 4.11 มีจาํนวนไมมากเทากับแถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิ

เมอเรสที่พบในภาพที่ 4.3 

DGGE โดยใช 16S AOB primers 

โครงสรางประชาคมแบคทีเรียของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสที่ใชไพรเมอร คือ CTO189f-

gc และ CTO654r แสดงดังภาพที่ 4.12 พบแถบผลิตภัณฑเพียงตัวอยางละ 1 แถบเทานัน้ โดย

แถบผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของตะกอนจากตัวกลางมีความคมชัดกวาแถบผลิตภัณฑลูกโซโพ

ลิเมอเรสของตะกอนใยกรอง เมื่อใชปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอต้ังตน กอนทําปฏิกิริยาลูกโซ

โพลิเมอเรสเทากัน ดังนัน้สามารถบอกไดวาประชากรแบคทีเรียในกลุมของ AOB จากตัวอยาง

ตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือ มีมากกวาในตัวอยางจากใยกรอง 

 

 
 

ภาพที่ 4.12 การวิเคราะห DGGE ของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรส จากซายไปขวา marker 100 

bp DNA ladder (ชองวิง่ที่ 1) แถบโครงสรางประชากรของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของไพร

เมอร 16S universal (ชองวิ่งที่ 2-7) แถบโครงสรางประชากรของผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของ

ไพรเมอร CTO189f-gc และ CTO654r (ชองวิง่ที ่ 8-12) เกรเดียนทของความเขมขน denaturant 

คือ 30 – 70% (a) แสดงแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ (b) แสดง

แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากใยกรอง  

 

จากนั้นจงึใชผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสทั้งหมดโคลนเขาสูพลาสมิด และสุมเลือกตัวอยาง

โคลนที่ใหโคโลนีสีขาวสงวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ
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ผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของไพรเมอร CTO189f-gc และ CTO654r แสดงดังตารางที่ 4.3 

พบวาแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ มีลาํดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกบัแบคทีเรียใน

กลุม Nitrosomonas ทัง้ที่เปน uncultured Nitrosomonas sp. Nitrosomonas sp. Nm51 และ 

Nitrosomonas marina ซึง่สามารถแยกไดจากตัวอยางในส่ิงแวดลอมที่มีแอมโมเนยีปนเปอนทัง้

จากการเล้ียงสัตวน้ําและระบบบําบัดน้าํเสียแบบไนทริฟายอิง ตัวอยางทีพ่บมากที่สุดคือแบคทีเรีย

กลุม uncultured Nitrosomonas sp. (รหัส EU155078.1) ซึ่งแยกไดจากตะกอนจากบอเล้ียงกุง 

(Ma และ Wang, ไมตีพมิพ) โดยพบทัง้หมด 5 ตัวอยาง 

 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียจากใยกรอง พบแบคทีเรียในกลุม 

Uncultured Nitrosomonas sp. (รหัส EU155078.1) 4 ตัวอยาง (ตารางที ่4.3) นอกจากนี้ยงัพบ

แบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงได (uncultured bacterium) รหัส AM29552.1 8 ตัวอยาง และ 

รหัส EF175894.1 1 ตัวอยาง ซึง่แยกไดจากตัวอยางในสิ่งแวดลอมทีม่ีแอมโมเนยีปนเปอนจากการ

เล้ียงสัตวน้ํา และ activated sewage sludge ตามลําดับ 

 จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเช้ือ เปรียบเทียบกับ

ใยกรอง พบวามีแบคทีเรียกลุมที่เหมือนกนัคือ Uncultured Nitrosomonas sp. (EU155078.1) ซึ่ง

แบคทีเรียชนิดนี้ ถือวาเปนแบคทีเรียเดนทีพ่บไดทั้งในอาหารเล้ียงเช้ือและใยกรอง แสดงวาวิธีการ

และอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการทดลองนี ้ สามารถใชเพาะเล้ียงแบคทีเรียในกลุม AOB ที่เดนใน

ระบบบําบัดน้าํเสียนี้ได 
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ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดที่มีผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของดี

เอ็นเอจากแมแบบ 16S AOB (M หมายถงึ แบคทีเรียจากตัวกลาง และ F หมายถงึ แบคทีเรียจาก

ใยกรอง) 

  

 

 

 

 

พลาสมิด Accession Max 

ident 

ชนิดของ

แบคทีเรีย 

แยกไดจาก อางอิง 

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,    

ไมตีพิมพ 

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,    

ไมตีพิมพ 

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 

ไมตีพิมพ 
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4.3.4 การสกดัอารเอนเอของตะกอนแบคทีเรียจากตัวกลางในอาหารเล้ียงเชื้อ 

 สกัดอารเอนเอจากแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในอาหารเล้ียงเชื้อแลวนําไปวัดปริมาณอาร

เอนเอ ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงที่ไดคือ 0.0202 และ 0.0104 

ตามลําดับ คาการดูดกลืนแสงที่ไดเมื่อนาํไปคํานวณปริมาณอารเอนเอ จากสูตรการคํานวณความ

เขมขนของอารเอนเอ ไดปริมาณอารเอนเอ 80.8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 4.3.5 Reverse transcription และการเพิ่มจํานวน 16S rRNA โดยวิธ ีPCR  

 นําตัวอยางอารเอนเอที่สกัดไดจากขอ 4.3.4 เพิ่มจํานวนดวยปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอเรส

โดยชุด one step RT-PCR kit ที่มีเอนไซม reverse transcriptase อยูในชุดผลิตภัณฑแลว เพือ่

เปล่ียนอารเอนเอที่สกัดไดไปเปนซีดีเอ็นเอกอนเกิดปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสตอไป ไพรเมอรที่ใช

คือ CTO189f-gc และ CTO654r ผลการทดลองแสดงดังภาพที ่ 4.13 โดยพบแถบดีเอ็นเอที่

ตําแหนง 500 คูเบส ของอารเอนเอที่สกัดจากแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชื้อในชองวิง่ที ่3 แตไมพบ

แถบดีเอ็นเอจากชุดควบคุม (ไมเติมอารเอนเอ) ในขณะที่การเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิ

เมอเรสแบบไมมี Reverse transcription (ชองวิ่งที่ 4 และ 5) ไมพบแถบผลิตภัณฑ แสดงไดวา

ตัวอยางอารเอนเอที่สกัดไดเปนอารเอนเอจากแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเชื้อจริง และไมมีดีเอ็นเอ

ปนเปอน 

 

 
 

ภาพที ่4.13 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสโดยวิธ ีReverse transcription ชองวิ่งที่ 1 100 คู

เบส DNA ladder ชองวิง่ที่ 2 และ 3 เปนชุดควบคุมและอารเอนเอจากแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได 

ตามลําดับ ชองวิง่ที ่ 4 และ 5 เปนผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสที่ไมม ี Reverse 

transcription โดยเปนชุดควบคุมและอารเอนเอจากแบคทีเรียของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได 

ตามลําดับ 

 

 

 1        2        3       4        5 
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 จากผลการทดลองในขอ 4.3.4 สามารถบอกไดวาผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอเรสของอารเอน

เอที่พบนัน้ เปนอารเอนเอจากตัวอยางแบคทีเรียในกลุมของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย โดยใชไพรเมอร 

CTO189f-gc และ CTO654r เชนเดียวกับการทาํปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสของดีเอ็นเอดังการ

ทดลองขอ 4.3.2.2 แสดงวาในอาหารเล้ียงเชื้อจากขอ 4.2 นั้น มีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงและ

แบคทีเรียดังกลาวมีชวีิตและมีกิจกรรมในการยอยสลายแอมโมเนยีไดจริง   

 
4.4 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดในน้ําเสยีสังเคราะห 
 
 การทดลองนี้เปนการทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 3 เดือน 

ในน้าํเสียสังเคราะห โดยเกบ็ตัวอยางทกุช่ัวโมงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อศึกษาชวงเวลาในการ

ลดลงของปริมาณแอมโมเนยี สําหรับใชเปนแนวทางในการศึกษาอัตราเร็วของการบําบัดน้ําเสียที่มี

แอมโมเนยีดวยแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดในการทดลองถดัไป โดยนําแบคทีเรียที่ผานการเล้ียงเช้ือใน

อาหารเหลวจากขอ 4.2 มาทดสอบประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรตในน้ําเสีย

สังเคราะห โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อเหลวแทนน้ําเสียสังเคราะห ใสแบคทีเรียที่ตรึงอยูบนตัวกลาง 20 

ลูก ตอขวดอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 1 ขวด ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมแอมโมเนียประมาณ 5 

มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได ในการเพาะเลีย้ง

สัตวน้ําโดยทัว่ไปพบวา ปริมาณแอมโมเนียที่พบในน้าํมีคาไมเกนิ 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร 

อยางไรก็ตามในการเล้ียงกุงแบบหนาแนนและใชระบบหมุนเวียนน้าํ ถาไมมีการบําบัดแอมโมเนีย 

จะสามารถเกดิการสะสมของแอมโมเนียไดสูงข้ึน ดังนัน้จึงทดสอบแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดกับการ

บําบัดแอมโมเนียที่ความเขมขนสูงกวา ปริมาณความเขมขนทีพ่บในน้าํจากการเพาะเล้ียงกุงทั่วไป 

ผลที่ไดพบวาแอมโมเนยีที่เติมลงไปประมาณ 5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร สามารถเปล่ียนเปนไน

ไตรตและไนเตรตไดหมดภายในเวลาประมาณ 13 ชั่วโมง และปริมาณความเขมขนของไนไตรต

หายไปภายในเวลาประมาณ 20 ชั่วโมง ผลการทดสอบประสิทธิภาพแสดงดังภาพที่ 4.14 แสดงวา

แบคทีเรียทัง้สองกลุมคือ AOB และ NOB สามารถมีกจิกรรมในน้าํเสียสังเคราะหไดและชวงเวลาที่

สามารถบําบัดแอมโมเนียไดหมด คือ 13 ชั่วโมง 
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ภาพที ่ 4.14 ประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนยี และไนไตรต ในน้าํเสียสังเคราะห ของแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงได ( , , ,  แสดงไนเตรต ไนไตรต แอมโมเนยี และ แอมโมเนยีในชุดควบคุมที่

ไมมีแบคทีเรีย ตามลําดับ) 

 
4.5 กิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งไดในน้ําเสยีจริง 
 

4.5.1 ประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีและไนไตรตในน้าํเสียจริง 

การทดลองนี้เปนการทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดในน้ําเสียจริง โดยเก็บ

ตัวอยางทกุชั่วโมงเปนเวลา 20 ชั่วโมง เชนเดียวกับการทดลองขอ 4.4 ทดสอบประสิทธิภาพในการ

บําบัดแอมโมเนียและไนไตรตของแบคทีเรียในน้าํเสียจริง จากระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบ

หมุนเวียนน้ํา ของศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานเทคโนโลย ี ชีวภาพทางทะเล พบวามีปริมาณ

แอมโมเนยีนอยกวา 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ดังนั้นจงึทําการเติมแอมโมเนยีไนโตรเจนลงใน

น้ําเสียจริงดังการทดลองในน้ําเสียสังเคราะหในชัว่โมงที ่ 4 เพื่อศึกษาชวงเวลาในการลดลงของ

แอมโมเนยี ผลการทดลองพบวาน้าํเสียจริงมีปริมาณแอมโมเนยีตํ่า (นอยกวา 0.5 มิลลิกรัม

ไนโตรเจนตอลิตร) แตมีปริมาณไนไตรตสะสมอยูคอนขางสูง (ประมาณ 6.5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ

ลิตร) และเม่ือเล้ียงเชื้อตอไปจนถึงชั่วโมงที่ 3 พบวาปริมาณแอมโมเนียลดลงจนใกลหมด และ

ปริมาณไนไตรตเพิ่มข้ึนเล็กนอย จากการทดสอบประสิทธิภาพในน้าํเสียสังเคราะหพบวาแบคทีเรีย

ที่เพาะเล้ียงไดสามารถยอยสลายแอมโมเนยีและไนไตรตได ดังนั้นเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดบนตัวกลางในการบําบัดแอมโมเนียในน้าํเสียจริง จงึทาํการเติมแอมโมเนยี

ลงในน้ําเสียจริงในช่ัวโมงที ่ 4 ในชั่วโมงที่ 4 พบวาปริมาณไนไตรตจากช่ัวโมงที่ 3 ลดลงอยาง

รวดเร็ว อาจเนื่องมาจากกิจกรรมของแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรตที่มีบทบาทมากขึ้นภายหลัง
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จากการปรับตัวในน้ําเสียจริง ปริมาณแอมโมเนยีทีเ่ติมลงไปลดลงหมดภายในเวลาประมาณ 10 

ชั่วโมง นับจากการเติมแอมโมเนยีประมาณ 5.5 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ในชั่วโมงที่ 4 และ

ปริมาณไนไตรตสามารถลดลงหมดภายในเวลาประมาณ 20 ชั่วโมง ดังภาพที่ 4.15 แสดงวาไนทริ

ฟายอิงแบคทีเรียสามารถมีกจิกรรมในน้าํเสียจริงได และชวงเวลาในการบําบัดแอมโมเนียคือ 10 

ชั่วโมง 

 
ภาพที ่ 4.15 ประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนยี และไนไตรต ในน้าํเสียจริง ของแบคทีเรียที่

เพาะเล้ียงได ( , , ,   แสดงไนเตรต ไนไตรต แอมโมเนยี และแอมโมเนยีในชุดควบคุมที่ไม

มีแบคทีเรีย ตามลําดับ) 

 

 จากประสิทธภิาพของการบาํบัดแอมโมเนยี และไนไตรต ในน้าํเสียทัง้สองชนิดพบวา การ

บําบัดแอมโมเนียในน้าํเสียจริงใชเวลานอยกวาการบําบัดแอมโมเนยีในน้ําเสียสังเคราะห ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากสภาวะของสารอาหารในนํ้าเสียจริงมีองคประกอบ เชน สารอาหาร หรือสารเคมีอ่ืนๆ 

ที่เหมาะสมกบัการทาํงานของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงมากกวาในน้ําเสียสังเคราะห ทาํให

แบคทีเรียที่เพาะเล้ียงได มีกิจกรรมการบําบัดแอมโมเนียในน้าํเสียจริงไดดีกวาน้ําเสียสังเคราะห 

ดังนัน้จากผลการทดลองนีส้ามารถบอกไดวาในน้ําเสียจริง แบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดก็ยงัคงมี

ประสิทธิภาพในการบําบัดไดดี ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปใชงานจริงในอนาคต 

 

4.5.2 อัตราการยอยสลายแอมโมเนยีไนโตรเจน  

การศึกษาอัตราการยอยสลายของแอมโมเนียไนโตรเจน ของแบคทีเรียบนตัวกลางจาก

อาหารเล้ียงเชือ้ เพื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนตัวกลางจากอาหารเล้ียงเชื้อกับ

งานวิจยัอ่ืน ๆ โดยเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อที่มคีวามเขมขนของแอมโมเนียเปน 1, 3, 5, 10 
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และ 15 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร แลวนาํผลการบําบัดแอมโมเนียตอเวลา (ภาคผนวก) ที่ไดมา

คํานวณหาอัตราเร็วของการยอยสลายเปรียบเทยีบกับพืน้ที่และเวลา ซึ่งพืน้ที่ของตัวกลาง 1 ลูก 

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

ลูก ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.16 จากรูปพบวาอัตราเร็วสูงสุดในการยอยสลายแอมโมเนยี

ของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดคือ 67.9 mg-N/m2/h เมื่อผานการเล้ียงเช้ือเปนระยะเวลาประมาณ 4 

เดือน จากงานวิจยัของ Tal และคณะ (2003) ที่ศึกษาอัตราการยอยสลายแอมโมเนีย ในระบบ

บําบัดน้าํเสียแบบหมนุเวยีนน้ําแบบปดของไบโอฟลมบนตัวกลาง polyethylene beads โดยใส

ตัวกลางในระบบบําบัดน้าํ ซึ่งเปนถังขนาด 2 ลูกบาศกเมตร ที่ตอกบับอเล้ียงปลาทะเล มนี้ําเขา

ตลอดเวลา เรียกระบบนีว้า high organic load เดินระบบเปนเวลา 4 เดือน แลวยายตัวกลาง

ทั้งหมดมาใสในถงัขนาด 5 ลิตร ที่ไมตอกับบอเล้ียงปลาทะเล เติมแอมโมเนยีมคลอไรด 5 มิลลิกรัม

ไนโตรเจนตอลิตร ทุกวัน เรียกระบบนีว้า low organic load พบวาระบบบําบัดที่เปน low organic 

load มีอัตราการยอยสลาย 31.5 mg NH–N/m2/h ในขณะที่ระบบบําบัดที่เปน high organic load 

มีอัตราการยอยสลาย 25 mg NH–N/m2/h แสดงวาแบคทีเรียบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงไดจากอาหาร

เล้ียงเชื้อเหลวของการศึกษานี้ มีประสิทธภิาพดีกวา ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากตัวกลาง BCN 009 ที่ใช 

มีพื้นที่ผวิ 828 ตารางเมตรตอลูกบาศกเมตร ซึ่งมากกวาพื้นที่ผิวของ polyethylene beads ของ 

Tal และคณะ (2003) เมื่อมีพื้นที่ผวิใหแบคทีเรียสามารถเกาะไดมากกวา ประสิทธิภาพของการ

บําบัดจึงดีกวา (Mizuno และคณะ, 2005) รวมทัง้ในตอนเร่ิมเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือจาก

การทดลองขอ 4.2 ไดเติมแอมโมเนยี 100 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ในการกระตุนการเจริญของ

แบคทีเรีย ในขณะที ่Tal และคณะ (2003) ใชน้าํเสียจากบอเล้ียงปลาซึง่มีแอมโมเนียนอยกวา อาจ

ทําใหแบคทีเรียมีกิจกรรมในการบําบัดแอมโมเนยีดีกวา  จากผลการทดลองนี้บงบอกไดวา

แบคทีเรียบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงไดนีน้าจะสามารถนาํไปใชในการบาํบัดแอมโมเนยีในน้าํเสียจริง

ไดจริง  
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ภาพที ่4.16 อัตราการยอยสลายของแอมโมเนียไนโตรเจนในน้ําเสียจริงของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียง

ได 

 
4.6 การรกัษาสภาพหัวเชือ้ 

ทดสอบการเกบ็เซลลตรึงบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวที่เติม 15% กลีเซอรอล 

เชนเดียวกับการทดลองของ Vogelsang และคณะ (1999) เพื่อรักษาสภาพของเซลลแบคทีเรียให

ถูกทาํลายจากสภาวะแวดลอมภายนอกเซลลนอยที่สดุ เก็บเชื้อในสภาวะตางกนั 3 สภาวะ คือ 

เก็บที่อุณหภูมหิอง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วนั 

แลวนํามาทดสอบประสิทธภิาพการยอยสลายแอมโมเนีย ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.17 จาก

รูปพบวาเมื่อนาํตัวกลางที่มีเซลลตรึงอยู 5 ลูก มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเช้ือรวมกับตัวกลางใหมอีก 

15 ลูก เมื่อผานไป 24 ชั่วโมง แบคทีเรียสามารถยอยสลายแอมโมเนียความเขมขนประมาณ 1 

มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตรไดหมด และหัวเชื้อที่เกบ็ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส สามารถลด

ปริมาณแอมโมเนียได โดยพบวาปริมาณแอมโมเนยีที่เหลืออยูที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส คือ 

0.0017 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ในขณะที่หวัเชื้อที่เก็บที่อุณหภูมหิองและที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส มีปริมาณแอมโมเนียเหลืออยู 0.0193 และ 0.04 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตร ตามลําดับ  
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ภาพที ่ 4.17 การบําบัดแอมโมเนยีของแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดเมื่อผานการเก็บรักษาหัวเชื้อเปน

เวลา 7 วนั ทีอุ่ณหภูมิหอง (RT), 4 องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส กราฟลายเสน แสดง

ปริมาณแอมโมเนียที่เติมไปคร้ังแรก กราฟสีดําลวน แสดงปริมาณแอมโมเนยีเม่ือบําบัดผานไป 24 

ชั่วโมง 

 

จากผลการทดลองแสดงวาวธิีการนี้สามารถใชเก็บรักษาหัวเชื้อแบคทีเรียได เนื่องจากเมื่อ

ผานการเก็บเช้ือในอาหารเหลวที่เติม 15% กลีเซอรอล  เปนระยะเวลา 7 วนั แลวนาํหวัเชื้อ

แบคทีเรียมาเล้ียงใหมแบคทีเรียยงัคงมีประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีอยู ดังผลการทดลอง

ขางตน และเมื่อเล้ียงตอไปในขวดอาหารเล้ียงเชื้อ เติมแอมโมเนยี 1 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตรทุก

วัน เปนเวลา 2 สัปดาหสามารถเหน็ตะกอนสีน้าํตาลเกาะอยูบนตัวกลางไดอยางชัดเจน ซึง่ตะกอน

สีน้ําตาลนี้มีลกัษณะเดียวกนักับตะกอนทีพ่บจากการทดลองขอ 4.2 อยางไรก็ตามการเก็บรักษา

หัวเชื้อในการทดลองนี้ใชเวลาในการเก็บไมนาน จงึอาจไมเหน็ความแตกตางของประสิทธิภาพ

ภายหลังการเก็บรักษามากนัก ดังนัน้การรักษาหวัเชื้อแบคทีเรียใหมีประสิทธิภาพในการบําบัด

แอมโมเนยีอยูเสมอ สามารถทําไดโดยใสตัวกลางทีม่ีแบคทีเรียเกาะอยู 5 ลูก ตออาหารเล้ียงเชื้อ

เหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร 1 ขวด ที่มีตัวกลางใหม 15 ลูก เขยาที่ความเร็วรอบ 130 rpm เล้ียงใน

อาหารเหลวที่เติมแอมโมเนยีทุกวนั เปนเวลาอยางนอย 2 สัปดาห ก็สามารถเพิ่มจาํนวนหวัเชื้อได 

เนื่องจากงานวิจัยของ สรวศิ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) พบวาในการเตรียมตัว

กรองชีวภาพทีม่ีแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพยึดเกาะอยูนัน้ ตองใชระยะเวลาในการเตรียมตัวกรอง

ชีวภาพนานประมาณ 1 เดือน ถงึจะสามารถนาํมาใชในระบบบําบัดน้ําแบบหมุนเวียนน้าํได ซึ่งถา

มีหัวเชื้อแบคทเีรียแลวสามารถชวยลดระยะเวลาในการเตรียมตัวกรองชีวภาพลงได ซึง่จะเปน
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ประโยชนตอการใชแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง ในบอบําบัดน้าํเสียของระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําใน

อนาคตตอไป 



บทที่ 5  
 

สรุปผลการทดลอง 

 

 การคัดแยกและพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง จากระบบหมุนเวียนน้ํา

เพื่อการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงในอดีต พบวายังมีขอจํากัดอยูมาก ทั้งนี้

เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้เปนแบคทีเรียที่โตชา เมื่อเทยีบกับแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดทั่วไป รวมทั้ง

เปนแบคทีเรียที่ไมทนตอสภาวะแวดลอมที่เปล่ียนแปลงไปจากเดิม (Tal และคณะ, 2003) อยางไร

ก็ตาม แบคทีเรียกลุมนี้จัดวาเปนกลุมที่มบีทบาทในการยอยสลายแอมโมเนยีและไนไตรตไดดีที่สุด 

เมื่อเปรียบเทยีบกับแบคทีเรียกลุม heterotroph (Antony และ Philip, 2006) ดังนัน้ในระบบบาํบัด

น้ําเสียแบบไนตริฟเคชัน เชน ระบบบําบัดน้ําเสียแบบหมุนเวียนน้ํา (RAS) จึงตองการใชแบคทีเรีย

กลุมนี้ในการบําบัด การศึกษาแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงในระบบบําบัดน้าํเสีย จากระบบ

เพาะเล้ียงกุงแบบหมนุเวยีนน้ําในประเทศไทย โดยสุธาสินี อวมจนัทร (2546) โดยใชไบโอบอล 

(bioball) เปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดเกาะ พบแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงและแบคทีเรียกลุมที่ไม

สามารถเพาะเลี้ยงได ในน้ําทะเลเร่ิมตนกอนเขาสูถงัปฏิกรณไนทริฟเคช่ัน และบางชนิดยังคงพบได

ตลอดการทดลอง และในการทดลองของสรวิศ เผาทองศุข และเปยมศักด์ิ เมนะเศวต (2550) ได

ทําการเพาะเล้ียงกุงเปนเวลากวา 1 ป ในระบบหมนุเวยีนน้าํทะเลแบบปดที่มีระบบบําบัดน้าํแบบ 

Nitrification Biofilter ซึง่ใชใยกรองไบโอโพลีมาเปนตัวกลางใหแบคทีเรียยึดเกาะ พบวาสามารถ

บําบัดแอมโมเนียและไนไตรตไดเปนอยางดี การศึกษาแบคทเีรียกลุมไนทริฟายอิงเพื่อใหรูถงึ

สภาวะที่เหมาะสมสําหรับใชในการเล้ียงเชือ้ จึงเปนสิ่งจําเปนสําหรับการพัฒนาเทคนิคในการ

บําบัดน้าํเสียจากการเพาะเล้ียง โดยเฉพาะน้ําเสียจากระบบหมนุเวยีนน้ําทะเลแบบปด ที่มีปริมาณ

แอมโมเนยีในระบบตลอดเวลา ดังนัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไดมีการพฒันาเทคนิคในการเพาะเล้ียง

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิง โดยดัดแปลงอาหารเล้ียงเช้ือและเติมตัวกลางพลาสติกเพือ่เพิ่มพืน้ที่ให

แบคทีเรียยึดเกาะ และมีการเติมอาหารเลี้ยงกุงเพื่อเลียนแบบสภาวะจริงในบอบําบัดน้ําเสีย ผล

การทดลองสามารถสรุปไดวา 

1. จากการทดลองพบวาเมือ่ผานการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 เดือน สังเกตเห็นไบโอฟลมสี

น้ําตาลบนตัวกลางในอาหารเล้ียงเชื้อ และเม่ือนําตัวกลางที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อมาวิเคราะห

การเจริญบนตัวกลางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด พบวามีเซลลเกาะบน

ตัวกลางเปนกลุม ๆ เมือ่นําตัวกลางทีไ่ดถายลงในอาหารเล้ียงเช้ือใหมที่เติมแอมโมเนยีที่ความ

เขมขน 2, 5 หรือ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ทุกวัน ปริมาณแอมโมเนยีก็สามารถลดลงจนหมดภายใน 1 

วัน ไดทกุความเขมขน ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ ปริมาณแอมโมเนยีไมลดลง แสดงให



 
75 

เห็นวามีแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงเจริญเปนไบโอฟลมบนตัวกลาง แสดงใหเหน็วาสูตรอาหารที่

คัดเลือกไดซึ่งประกอบดวยอาหารกุง 90 มิลลิกรัมตอลิตรและโซเดียมคารบอเนต 300 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาคผนวก ก) และวิธีการในการ

เพาะเล้ียงนี้สามารถใชเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงแบคทีเรีย และแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียง

ไดบนตัวกลางจากอาหารเล้ียงเชื้อนี้ สามารถยอยสลายแอมโมเนยีในน้าํเสียจริงได 

2. ในการเปรียบเทยีบชนิดของแบคทีเรียบนตัวกลางจากอาหารเล้ียงเชื้อกับแบคทีเรียจาก

ใยกรองในบอบําบัดน้าํเสียของระบบเพาะเล้ียงสัตวน้ําแบบหมนุเวยีนน้ํา    ผลการวิเคราะหลําดับ

นิวคลีโอไทดพบวามีแบคทีเรียกลุมที่เหมือนกนัคือ Uncultured Nitrosomonas sp. 

(EU155078.1) แสดงวาวธิีการและอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการทดลองนี ้ สามารถใชเพาะเล้ียง

แบคทีเรียในกลุม AOB ที่เดนในระบบบาํบัดน้ําเสียนี้ได  

3. การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนตัวกลางที่ผานการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 เดือน

ในน้าํเสียสังเคราะหและน้ําเสียจริง ที่ความเขมขนของแอมโมเนยีประมาณ 5 มลิลิกรัมตอลิตร 

พบวาน้าํเสียทัง้สองชนิดมีความเขมขนของแอมโมเนียและไนไตรตลดลงจนหมดภายใน 20 ชั่วโมง 

ในการคิดอัตราการยอยสลายแอมโมเนียของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดนี ้ พบวามอัีตราการยอย

สลาย 67.9 mg-N/m2/h ซึ่งสูงกวางานวิจยัอ่ืน ๆ เชน Tal และคณะ (2003)  

4. การเก็บรักษาหวัเชื้อแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงไดเปนเวลา 1 สัปดาห พบวาแบคทีเรียที่เก็บ

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส มีกจิกรรมการยอยสลายแอมโมเนียดีที่สุด ทั้งนี้การรักษาหวัเชื้อ

แบคทีเรียใหมปีระสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนยีอยูเสมอ สามารถทาํไดโดยใสตัวกลางทีม่ี

แบคทีเรียเกาะอยู 5 ลกู ตออาหารเล้ียงเชื้อเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร 1 ขวด ที่มีตัวกลางใหม 

15 ลูก เขยาที่ความเร็วรอบ 130 rpm เล้ียงในอาหารเหลวที่เติมแอมโมเนยีทกุวนั เปนเวลาอยาง

นอย 2 สปัดาห ก็สามารถเพิ่มจํานวนหัวเชื้อได ดังนัน้วธิีการเล้ียงเชื้อนี้จงึสามารถใชเล้ียง

แบคทีเรียกลุมไนทริฟายอิงไดจริง และแบคทีเรียกลุมนี้ยงัคงมีบทบาทในการยอยสลายแอมโมเนีย

ไดเมื่อผานการเกบ็รักษาหัวเชื้อ ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปใชในการบาํบัดน้ําเสียจากการ

เพาะเล้ียงสัตวน้าํแบบหมนุเวียนน้าํในอนาคตตอไป 
 
ขอเสนอแนะสําหรบังานวจิัยตอไป 

1. งานวิจยันี้ใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลศึกษาแบคทีเรียไนทริฟายอิง กลุมออกซิไดซ
แอมโมเนยี (AOB) เนื่องจากแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนยีมคีวามสําคัญเปน

อันดับแรก ในการยอยสลายสารประกอบไนโตรเจนจากการเล้ียงกุง ในขณะที่ไนทริ

ฟายองิแบคทีเรียอีกกลุมคือ แบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต (NOB) ไมไดมี

การศึกษาอยางจริงจงั เนื่องจากเปนแบคทีเรียทีม่ีบทบาทภายหลังจากแบคทีเรียกลุม
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ออกซิไดซแอมโมเนยี อยางไรก็ดีผลการวจิัยนีพ้บวาปริมาณไนไตรตที่เพิม่ข้ึนหลังการ

ออกซิไดซแอมโมเนยี จะมีคาลดลงเม่ือเวลาผานไป ทัง้ในนํ้าเสียสังเคราะหและน้ําเสีย

จริง แสดงวามีแบคทเีรียกลุมออกซิไดซไนไตรตอยูรวมกับแบคทเีรียกลุมออกซิไดซ

แอมโมเนยีบนตัวกลางที่เพาะเล้ียงได ดังนั้นในการศึกษาข้ันตอไปจึงควรมีการศึกษา

แบคทีเรียกลุมนี้แบบเจาะจงมากข้ึน เชน การศึกษาแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต

ของ Spieck และคณะ (2006) ที่ศึกษาวิธีการในการเพาะเล้ียง Nitrospira-like 

bacteria ซึ่งเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดมากอนไดสําเร็จ แตก็ใช

ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงยาวนาน หรือการใชเทคนิคทางชวีวทิยาโมเลกุลมาชวยใน

การศึกษาแบคทีเรียกลุมนี ้ เชนงานวิจัยของ Wertz และคณะ (2008) ที่ไดพฒันา

เทคนิค PCR-DGGE สําหรับใชศึกษาโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในกลุม 

Nitrobacter-like bacteria โดยใชดีเอนเอแมแบบจับที่ตําแหนง partial nrxA gene 

sequences (Nb-nxrA) 

2. ในงานวิจัยนี้ไมสามารถคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์ของไนทริฟายอิงแบคทีเรีย บนอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งได เนือ่งจากในข้ันตอนการถายโคโลนีเด่ียวลงอาหารจานใหม ไมพบการเจริญ

ของแบคทีเรีย ทั้งนี้ Juretschko และคณะ (1998) ไดศึกษา nitrifying activated 

sludge จากระบบบําบัดน้าํเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยวิธ ีFISH พบวาแบคทีเรีย

กลุมออกซิไดซแอมโมเนยีและแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต อยูรวมกันเปนกลุม

ประชากร แสดงถึงความสัมพันธทีเ่กื้อหนนุกนั การศึกษาถึงความสัมพันธของ

แบคทีเรียทัง้สองกลุมจะชวยใหเขาใจถงึกิจกรรมของแบคทีเรียแตละกลุม  แลวนาํมา

เปนขอมูลในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มสีารเคมีตาง ๆ ที่จาํเปนตอการเจริญของ

แบคทีเรียแตละกลุม และการคัดเลือกสภาวะในการเพาะเล้ียงที่เหมาะสม สําหรับใช

คัดแยกโคโลนเีด่ียวของแบคทีเรีย เพื่อนาํไปศึกษาถึงลักษณะและกิจกรรมของ

แบคทีเรียแตละชนิดไดอยางชัดเจน 

3. การเกบ็รักษาสภาพหัวเชื้อของแบคทีเรียทีเ่พาะเล้ียงได ใชระยะเวลาในการเก็บรักษา
สั้น ทาํใหไมสามารถเหน็ขอแตกตางของระยะเวลาและประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่

ผานการเก็บรักษาสภาพหัวเชื้อมากนัก ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงควรเพิ่ม

ระยะเวลาในการเก็บรักษาสภาพหัวเชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได เพื่อแสดงใหเหน็ถึง

ความเหมาะสมของวิธกีารเก็บรักษาหัวเชือ้สําหรับนาํไปใชงานในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุมไนตริฟายอิง 
1. อาหารเลีย้งเชื้อแข็งสาํหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซแอมโมเนีย 

แอมโมเนยีมเปอซัลเฟต ((NH4)2SO4)    100  มิลลิกรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     50  มิลลิกรัม  

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)     300  มิลลิกรัม 

chelated metals solution             1  มิลลิลิตร 

แบคโตอะการ (bacto agar)        15 กรัม 

 sea water              1 ลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมด นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
Chelated metals solution:  
โคบอลคลอไรด (CoCl2.6H2O)     0.004  กรัม  

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)     0.004  กรัม  

เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O)     1.0  กรัม 

ซิงคซัลเฟต (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. อาหารเลีย้งเชื้อแข็งสาํหรับแบคทีเรียกลุมออกซิไดซไนไตรต 

โซเดียมไนไตรต (NaNO2)      100  มิลลิกรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)      25  มิลลิกรัม 

โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3)     300  มิลลิกรัม 

แบคโตอะการ (bacto agar)        15 กรัม 

chelated metals solution             1  มิลลิลิตร 

 sea water              1 ลิตร 
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 ละลายสวนผสมทั้งหมด นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
3. อาหารเลีย้งเชื้อเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกลุมไนตรฟิายอิง 

อาหารกุง         90 มิลลิกรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     50  มิลลิกรัม  

โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3)       50  มิลลิกรัม 

chelated metals solution             1  มิลลิลิตร 

 sea water              1 ลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมด นาํไปกรองผานกระดาษกรอง whatman No.4 นึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
stock แอมโมเนียไนโตรเจน (NH4-N) 1,000 มิลลกิรัมตอลิตร 
แอมโมเนยีมเปอซัลเฟต ((NH4)2SO4)    471.4  มิลลิกรัม 

ละลายแอมโมเนียในโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวที่กรองแลวปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

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

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)      5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      10 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน และปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา

เช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria Bertani (LB) pH 7.0 
 เติมผงวุน 15 กรัม ในอาหารเหลว LB pH 7.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 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 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน และปรับปริมาตรเปน 980 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 สารละลาย B 

กลูโคส (Glucose)      3.6  กรัม 

น้ําปลอดประจุ       20  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมกับน้าํปลอดประจุ จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง ผานหัว

กรอง ขนาด 0.20 ไมโครเมตร ผสมสารละลาย A และ B ทัง้หมดดวยกนั เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซยีส 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 
1. สารละลายฟนอล 
 เกล็ดฟนอล         20 กรัม 

 95% เอทานอล       200 มิลลิลิตร 

 ละลายเกล็ดฟนอลใน 95% เอทานอล จนไดสารละลายใส เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิ 4 

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

 น้ําปลอดประจุ       200 มิลลิลิตร 

 ละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซดในน้ําปลอดประจุ เก็บสารละลายในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส สารละลายนี้มีอายุการใชงานอยางนอย 1 เดือน 
 
3. อัลคาไลนรีเอเจนต (alkaline reagent)  
สารละลาย A 

โซเดียมซิเตรต (Na3C6H5O7.2H2O)     100  กรัม  

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)          5   กรัม  

น้ําปลอดประจุ        500  มิลลิลิตร 
สารละลาย B 

Sodium hypochlorite solution (ใชสารละลายทางการคา ความเขมขนประมาณ 1.5 N)  

ผสมสารละลาย A ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และสารละลาย B ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

เตรียมสารอัลคาไลนรีเอเจนตใหมทกุคร้ังที่ใชงาน สารละลาย A เก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหปริมาณไนไตรต 
1. สารละลายซัลฟานิลาไมด (Sulphanilamide solution) 
 Sulphanilamide          5 กรัม 

 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (HCl conc.)      50 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ 

 ผสมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน ปริมาตร 50 มิลลิลิตรและน้ําปลอดประจุ เติมผงซัลฟานิลา

ไมด 5 กรัม คนจนไดสารละลายใส ปรับปริมาตรดวยน้าํปลอดประจุ ใหได 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 

สารละลายนี้มอีายุการใชงาน 1 เดือน 

 

โปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 โปรตีนเนสเค (proteinase K)       20 มิลลิกรัม 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ          1 มิลลิลิตร 

ละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) จนไดสารละลายใส  เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิ -

20 องศาเซลเซียส 

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

คอยๆละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต ในน้าํปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

จนไดสารละลายใส หลังจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 100 มลิลิลิตร 

 
70% เอธานอล 
 99.9% เอธานอล      700  มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ      300 มิลลิลิตร 

 
 
 
 



 
90 

สารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลโิมลาร     
 Tris base (C4H11NO3)      1.2 กรัม 

ละลาย Tris base ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.0 

หลังจากนั้นเติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความ

ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร  
 EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)     186.1 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เติม โซเดียม

คลอไรด (NaCl) คนใหเขากัน ทิง้ใหเย็น แลวปรับ pH 8.0 หลังจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอด

เช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer 
 Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลิโมลาร    10  มิลลิลิตร 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    0.2  มิลลิลิตร 

เติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer ทีผ่สมกับ RNase A 
 TE buffer       1 มิลลิลิตร 

 RNase A       2 ไมโครลิตร 

เก็บสารละลายไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 50 เทา 
 Tris base (C4H11NO3)      242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    100  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตรปริมาตร 800 มิลลิตร แลวเติมน้าํ

ปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลลิติร 
 เอธิเดียมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร   20 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ      200 มิลลิลิตร 

ละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) จนเปนเนื้อเดียวกนั เก็บในภาชนะปดสนิทในที่มดื 

(ขณะเตรียมควรสวมถงุมือปองกันเนื่องจากเอธิเดียมโบรไมด เปนสารกอมะเร็ง) 
 
สารปฏิชวีนะแอมพิซิลิน (Ampicilin, Ap) 

แอมพิซิลิน       100 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

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

ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)         1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
IPTG        238 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
สีติดตาม (6X loading dye) 
 Sucrose       20   กรัม 

 Bromphenol blue (ละลาย 4 มิลลิกรัมในน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร) 12.5 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรดวย TE buffer จนได 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
5 M โซเดียมคลอไรด  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      292 กรัม 

 ละลายสารในน้ํากล่ันและปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
 



 
92 

DNA extraction buffer 
 Tris base 1 โมลาร, pH 8     15 มิลลิลิตร

 สารละลายโซเดียมฟอสเฟต 1 โมลาร    15 มิลลิลิตร 

 สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร, pH 8.0   30  มิลลิลิตร 

 สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 โมลาร    45 มิลลิลิตร 

 CTAB 5% (w/v)       30  มิลลิลิตร 

 น้ํากล่ันปลอดประจุปลอดเช้ือ     15  มิลลิลิตร 

 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะห DGGE 
0% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       78 มิลลิลิตร 

 
100% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 ฟอรมาไมด       40 มิลลิลิตร 

 ยูเรีย        42 มิลลิลิตร 

 เติมน้ําปลอดประจุ จนไดปริมาตร100 มิลลิลิตร 

 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
 แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต      0.1 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 

ภาพที ่ค.1 กราฟมาตรฐานแอมโมเนยีไนโตรเจน 

 
 

ภาพที ่ค.2 กราฟมาตรฐานไนไตรตไนโตรเจน 
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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 
 

อัตราการยอยสลายแอมโมเนีย 
 

ภาพที ่ฉ.1 ปริมาณแอมโมเนียความเขมขนตาง ๆ ที่ลดลงตอเวลา 

 
ตารางที่ 1 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

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 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

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 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

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 

 



 
100 

ตารางที่ 4 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

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 ปริมาณการยอยสลายแอมโมเนียที่ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร 

เวลา (ชั่วโมง) ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 คาเฉลี่ย 
สวนเบ่ียงเบน

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 กราฟเสนแสดงแนวโนมปริมาณแอมโมเนียความเขมขนตาง ๆ ที่ลดลง 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวกัลยสุดา ดวงศรีแกว เกิดเมื่อวนัพฤหัสบดีที ่15 กนัยายน 2526 ที่จังหวัดลพบุรี ไดรับ

ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา ในป

การศึกษา 2548 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศึกษา 2551 ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 87/9 

หมูที ่1 ถนนพหลโยธิน ตําบลเขาสามยอด อําเภอเมือง จังหวัดลพบุรี 15000 

 ผลงานวิจยันี้ไดนําเสนอทีง่านประชุมวิชาการ 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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