
การศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่บําบัดสารอนินทรียไนโตรเจน 
ในน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 

โดยใชเทคนิคดาน 16S rRNA 
 
 
 
 
 
 
 
 

ดอกรัก ชยัสาร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา 

มหาวิทยาลัยทักษิณ 
2549 

ISBN 974 - 451 - 651 - 8 



การศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่บําบัดสารอนินทรียไนโตรเจน 
ในน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 

โดยใชเทคนิคดาน 16S rRNA 
Bacterial Communities Structure Analysis in 2-step Sequencing Batch 
Reactors System Treating Inorganic Nitrogen from Saline Wastewater 

using 16S rRNA Approach 
 
 
 
 
 

ดอกรัก ชยัสาร 
Dorkrak Chaisarn 

 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร  
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา 

มหาวิทยาลัยทักษิณ 
2549 

Presented in partial fulfillment of the requirements for the 
Master of Science degree in Biology at Thaksin University 

March 2006 

ISBN 974 - 451 - 651 - 8 



 ข 

 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา 

มหาวิทยาลัยทักษิณ 
ชื่อวิทยานิพนธ : การศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียทีบํ่าบัดสารอนนิทรียไนโตรเจนในน้ําทิ้งที่มี

ความเค็มดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนโดยใชเทคนิคดาน 16S rRNA 

ชื่อ-ชื่อสกุลผูทาํวทิยานพินธ : นายดอกรกั ชัยสาร 

อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธ 

 

..................................................ประธานที่ปรึกษา 

    (ผูชวยศาสตราจารย ดร.นกุลู  อินทระสงัขา) 

 

..................................................กรรมการที่ปรึกษา 

    (อาจารย นพดล  ศุกระกาญจน) 

 

..................................................กรรมการที่ปรึกษา 

    (อาจารย ดร.ประดิษฐ  ต้ังสกุล) 

 

มหาวิทยาลยัทักษิณอนุมัติใหรับวิทยานพินธฉบับนี ้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตาม

หลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ สาขาวชิาชวีวทิยา ของมหาวิทยาลัยทกัษิณ 

 

    ................................................. 

(อาจารย ดร.สมศักดิ์ โชคนกุูล) 

    รักษาการในตําแหนง คณบดีบัณฑิตวทิยาลยั 

สําเร็จการศึกษาเมื่อวันที่........... เดือน..................... พ.ศ. 2549 

ลิขสิทธิ์ของมหาวิทยาลัยทกัษิณ 



 ค 

บทคัดยอ 

น้ําทิ้งที่มีความเค็มมีที่มาจากแหลงอุตสาหกรรมและการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงเปน

หลักสวนใหญมีการปนเปอนสารประกอบไนโตรเจนในปริมาณสูง การศึกษานิเวศวิทยาของ

แบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงมีประโยชนในการควบคุมการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสีย

ใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันอยางมีประสิทธิภาพ การศึกษานี้ไดทดลอง

บําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนในน้ําทิ้งความเค็ม 25 พีพีทีดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน โดย

ปอนน้ําเสียในถังเติมอากาศดวยน้ําเสียสังเคราะหที่มีแอมโมเนียม-ไนโตรเจน 100 มิลลิกรัมตอ

ลิตร (Nitrifying sequencing batch reactor ; NSBR) นําน้ําปลอยทิ้งจาก NSBR ซึ่งมีไนเตรท

เปนผลผลิตมาเติมเมทานอลดวยอัตราสวนเมทานอลตอ ไนเตรทเทากับ 3:1 แลวสงตอใหกับถังที่

สองซ่ึงเปนถังไรออกซิเจนอิสระ (Denitrifying sequencing batch reactor; DSBR) ดําเนินระบบ

ดวยอายุตะกอน 60 วัน ระยะเวลากักน้ํา 1.75 วัน พบวา NSBR มีสมรรถนะในการบําบัด

แอมโมเนียรอยละ 99.9 DSBR มีสมรรถนะในการบําบัดไนเตรทรอยละ 99.3 อัตราการเกิด

กระบวนการไนตริฟเคชันจําเพาะของ NSBR เทากับ 0.20 mgNH4
+-N mgMLVSS-1d-1 อัตราการ

เกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันจําเพาะของ DSBR เทากับ 0.15 mgNO3-N mgMLVSS-1d-1 การ

นับจํานวนดวยเทคนิค MPN (Most probable number) พบ AOB (Ammonia oxidizing 

bacteria) NOB (Nitrite oxidizing bacteria) NRB (Nitrate reducing bacteria) และ DB 

(Denitrifying bacteria) ในปริมาณตางกัน การศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียดวยเทคนิค     

16S rRNA clone library ใน NSBR พบกลุมแบคทีเรียแทจริงที่ยังจําแนกชนิดไมได (Unidentified 

Eubacterium) เปนกลุมเดนรอยละ 39 ของจํานวน Clone ทั้งหมด พบ Nitrosococus oceani 

รอยละ 4 คาดวาเปน AOB ที่มีบทบาทในการออกซิไดซแอมโมเนีย แตไมพบแบคทีเรียที่เคยมี

รายงานวาเปน NOB คาดวานาจะเปน NOB ชนิดใหม สวน DSBR พบ Methylophaga marina 

ซึ่งเปนสมาชิกของคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนคิดเปนรอยละ 56.6 ของจํานวน 

Clone ทั้งหมด คาดวานาจะเปนกลุมที่มีบทบาทในการรีดิวซไนเตรท เมื่อทดสอบดวยเทคนิค 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) โดยการใช DNA probe ที่จําเพาะกับ AOB และ 

NOB จากงานวิจัยอื่นพบวาใน NSBR ไมพบทั้ง AOB และ NOB สวนใน DSBR พบ 

Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวยเทคนิค 16S rRNA clone 

library ผลการศึกษาแสดงวาใน NSBR พบแบคทีเรียกลุมใหมที่มีลักษณะเฉพาะซึ่งตองมี

การศึกษาเพิ่มเติม สวนใน DSBR นั้น Methylophaga นาจะเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทใน

กระบวนการดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน 



 ง 

Abstract 

The saline wastewater generated from various industrial activities and coastal 

aquaculture usually contains high concentration of nitrogen compounds. It is important 

to understand the ecology of nitrifying and denitrifying bacterial communities to obtain 

high efficiency of nitrification and denitrification processes in biological wastewater 

treatment system. The microbial community composition in nitrification and 

denitrification activated sludge from 2-step sequencing batch reactors was investigated 

with most probable number (MPN) enumeration, fluorescence in situ hybridization 

(FISH) and 16S rRNA characterization. The first reactor, nitrifying sequencing batch 

reactor (NSBR), was fed with artificial wastewater containing 100 mg/l NH4
+-N with 2.5% 

NaCl. The second reactor, denitrifying sequencing batch reactor (DSBR), was fed with 

effluent from NSBR. Methanol was used as external carbon source supplied for DSBR 

with a methanol to NO3
--N (M/N) ratio in excess of 3:1 to ensure unlimited carbon 

substrate. The results showed that this system could obtain high nitrogen removal 

efficiencies both for ammonia (99.9%) and nitrate (99.3%). The specific nitrification rate 

and specific denitrification rate were found at 0.20 mgNH4
+-N mgMLVSS-1d-1 in NSBR 

and 0.15 mgNO3-N mgMLVSS-1d-1 in DSBR, respectively. Unidentified bacteria were 

found abundantly (39% of total clones) and Nitrosococus oceani was found (4 % of total 

clones) as a candidate of AOB in the NSBR. NOB clone was not detected. Chemical 

analyses and MPN results showed that ammonia oxidizing bacteria (AOB) and nitrite 

oxidizing bacteria (NOB) certainly existed in the NSBR. However, both of them were not 

detected by FISH technique using known AOB or NOB oligonucleotide probes. 

Methylophaga marina was found as a dominant group (56.6 % of total clones) in the 

DSBR. The copiously existence of Methylophaga also indicated by FISH result as 

Gammaproteobacteria were found profusely. These results suggested that 

Methylophaga may play the important role of saline denitrification in DSBR with methanol 

as carbon source. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

ภูมิหลัง 

ธาตุอาหาร (Nutrient) โดยเฉพาะสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเปนสาเหตุหลัก

ของปญหายูโทรฟเคชัน (Eutrophication) สงผลกระทบทั้งทางตรงและทางออมตอส่ิงมีชีวิตใน

แหลงน้ํา (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ. 2544) มีตนกําเนิดจากกิจกรรมหลายประเภท เชน อุตสาหกรรม 

แหลงชุมชน เกษตรกรรม โดยเฉพาะการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงเปนแหลงกําเนิดหลักของน้ําเสีย

ที่มีความเค็ม (Saline wastewater) ซึ่งนอกจากจะมีความสกปรกในรูปของสารอินทรียคารบอน

แลวยังมีความสกปรกในรูปของธาตุอาหารโดยเฉพาะไนโตรเจนเปนอยางมาก (Briggs and 

Funge-Smith. 1994 ; Tookvinas et al. 2001) แมวาการบําบัดน้ําเสียในขั้นที่สาม (Tertiary 

treatment) ซึ่งเปนการบําบัดธาตุอาหารจะไดรับการยอมรับในประเทศที่พัฒนาแลว โดยมีการ

พัฒนาและออกแบบระบบบําบัดแบบเอเอส (Activated sludge ; AS) ใหมีความสามารถในการ

บําบัดธาตุอาหารทางชีวภาพ (Biological nutrient removal ; BNR) ไดมากขึ้นนอกเหนือจากการ

บําบัดคารบอนเพียงอยางเดียว (นุกูล อินทระสังขา. 2547) สําหรับในประเทศไทยการบาํบดัน้าํเสยี

ในขั้นที่สามยังไมเปนที่แพรหลายมากนัก เนื่องจากทําใหคาใชจายเพิ่มสูงขึ้นและยังขาดมาตรการ

บังคับใชทางกฎหมาย 

การบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพ (Biological nitrogen removal) เปนการอาศัยการ

ทํางานของจุลินทรียเปลี่ยนรูปสารประกอบไนโตรเจน ซึ่งจุลินทรียแตละชนิดมีความตองการ

สารอาหารและสภาวะในการเจริญที่แตกตางกัน โดยเฉพาะลักษณะชุมชนจุลินทรียในระบบบําบัด

น้ําเสียนั้นมีความซับซอน ประกอบไปดวยจุลินทรียหลายกลุมอาศัยอยูรวมกันและมีความสัมพันธ

ระหวางกันและกัน (Bitton. 1994) ดังนั้นความรูความเขาใจการอยูรวมกันของจุลินทรียจึงมีความ

จําเปนสําหรับเปนขอมูลในการสรางสภาวะที่เหมาะสมตลอดจนการควบคุมดูแลระบบบําบัดน้ํา

เสียใหมีประสิทธิภาพ สําหรับน้ําเสียที่มีความเค็มมีลักษณะจําเพาะไมเหมือนน้ําเสียทั่วไป ความ

เขมขนของเกลือโดยเฉพาะจาก NaCl มีผลโดยตรงตอการเจริญและชนิดของจุลินทรีย จึงสงผลตอ

ประสิทธิภาพของระบบในการบําบัดธาตุอาหารดวย (Uygur. 2006 ; Nugul Intrasungkha. 

1998) ซึ่งปจจุบันประเทศไทยมีงานวิจัยเกี่ยวกับการบําบัดไนโตรเจนในน้ําเค็มและจุลินทรียที่

เกี่ยวของไมมาก 
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การศึกษาจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการบําบัดน้ําเสียที่ผานมาอาศัยเทคนิค

ที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture-dependent method) ทําใหไมสามารถเขาใจถึง

กระบวนการทางชีวภาพในการบําบัดไนโตรเจนของจุลินทรียไดอยางสมบูรณเนื่องจากจุลินทรียใน

ส่ิงแวดลอมสวนใหญไมสามารถเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อได (Amann, Ludwig and 

Schleifer. 1995) เทคนิคทางชีวโมเลกุลจึงถูกพัฒนาอยางรวดเร็วในชวงทศวรรษที่ผานมา 

โดยเฉพาะเทคนิคที่อาศัยไรโบโซมอลอารเอ็นเอ (Ribosomal ribonucleic acid ; rRNA) ซึ่งเปน

การศึกษาจุลินทรียโดยตรง ในที่อยูอาศัย (in situ) โดยไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture-

independent method) แตเปนเทคนิคที่อาศัยขอมูลจากลําดับนิวคลีโอไทดของ rRNA มาใชใน

การเปรียบเทียบและจําแนกสิ่งมีชีวิตแทนซึ่งศึกษาไดทั้งชนิดและปริมาณ ทําใหชวยลดขอจํากัด

ของเทคนิคการศึกษาจุลินทรียแบบดั้งเดิมได และสามารถศึกษาจุลินทรียที่มีบทบาทในระบบ

บําบัดน้ําเสียไดอยางแมนยํามากยิ่งขึ้น (Scharmm and Amann. 2000) 

การศึกษาครั้งนี้ไดทดลองบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนในน้ําทิ้งที่มีความเค็มระดับ 25 

พีพีทีดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน โดยถังแรกเปนถังเติมอากาศเพื่อทําใหเกิดการบําบัด

แอมโมเนียโดยกระบวนการไนตริฟเคชันของกลุมแบคทีเรียไนตริไฟอิง จากนั้นน้ําทิ้งซึ่งมีไนเตรทใน

ถังแรกจะถูกสงตอไปถังที่สองซ่ึงเปนถังไรออกซิเจนอิสระเพื่อบําบัดไนเตรทโดยอาศัยกระบวนการ

ดีไนตริฟเคชันของกลุมแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง ซึ่งถือเปนการบําบัดไนโตรเจนในน้ําทิ้งอยางสมบูรณ 

จากนั้นทําการศึกษาโครงสรางแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระบบดวยเทคนิค

ที่ไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อคือเทคนิคดานไรโบโซมอลอารเอ็นเอ (rRNA approach) ไดแกเทคนิค 

16S rRNA Clone library และเทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนแบบสมบูรณในน้ําทิ้งที่มี

ความเค็มดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 

2.  เพื่อศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันและ     

ดีไนตริฟเคชันในการบาํบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนโดยใชเทคนิค

ทางชีวโมเลกลุ 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
1.  ทราบถงึโครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่เกีย่วของหรือมีบทบาทในกระบวนการ           

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันในน้ําที่มีความเค็ม 

2.  เปนขอมูลสําหรับการออกแบบตัวติดตามทางชีวภาพ เพื่อนาํไปใชตรวจสอบติดตาม

แบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงในสิง่แวดลอม 

3.  เปนขอมูลพื้นฐานสาํหรับการออกแบบและควบคุมระบบบําบัดน้าํเสียเพื่อใหระบบมี

ประสิทธิภาพในการบาํบัดสารอินทรียไนโตรเจนในน้ําเสยีที่มีความเคม็ 

4.  ไดเชื้อแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงซึง่สามารถนําไปประยุกตใชในการ

บําบัดน้าํทิง้ในสภาพแวดลอมจริงตอไปได 

 

ขอบเขตการวิจัย 
1.  ศึกษาประสิทธิภาพและอัตราการบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนในน้ําทิ้งที่มีความ

เค็มรอยละ 2.5 (NaCl) ดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 

2.  ศึกษาโครงสรางของกลุมแบคทีเรียในระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่บําบัดสาร

แอมโมเนียไนโตรเจนจากน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน ดวย

เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

3.  ศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone library ในระบบ   

เอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่บําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนจากน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยกระบวนการ    

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 
 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ  

การเจริญเติบโตและขยายตัวอยางรวดเร็วของเศรษฐกิจและการเพิ่มจํานวนประชากร

มนุษยอยางรวดเร็วไดกอใหเกิดมลพิษจากกิจกรรมตางๆ เพิ่มมากยิ่งขึ้น โดยเฉพาะปญหาน้ําเสีย

ซึ่งกอใหเกิดผลกระทบโดยตรงตอส่ิงแวดลอมและสงผลกระทบตอเนื่องมาถึงมนุษย การจัดการน้ํา

เสียจึงเปนเรื่องสําคัญที่จะชวยปกปองสิ่งแวดลอมใหคงอยูอยางยั่งยืนตลอดไป 

1.  ปญหาน้ําเสียและน้ําเสียที่มีความเค็ม 
“น้ําเสีย” หมายถึง น้ําที่มีส่ิงเจือปนจนกระทั่งกลายเปนน้ําที่ไมตองการ และนารังเกียจ

ของคนทั่วไป ไมเหมาะสมสําหรับใชประโยชนอีกตอไป หรือถาปลอยลงสูแหลงน้ําธรรมชาตกิจ็ะทาํ

ใหคุณภาพน้ําของธรรมชาติเสียหายได (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) แหลงกําเนิดน้ําเสียมาจาก

กิจกรรมตางๆ ของมนุษย เชน อุตสาหกรรม แหลงชุมชน เกษตรกรรม ลักษณะของน้ําเสียนอกจาก

จะมีความสกปรกในรูปของสารอินทรียแลวยังมีความสกปรกในรูปของสารอนินทรียดวย 

โดยเฉพาะธาตุอาหาร (Nutrient) ที่สําคัญอยางเชนไนโตรเจนและฟอสฟอรัส เมื่อมีปริมาณสูงใน

แหลงน้ําจะทําใหเกิดการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วของสาหรายและพืชน้ํา ซึ่งเปน

สาเหตุสําคัญที่ทําใหระดับออกซิเจนในน้ําลดลงต่ํามากทั้งในชวงที่สาหรายและพืชน้ํามีการเติบโต

อยางรวดเร็วและหลังจากตายแลว ทั้งนี้เนื่องจากมีการปลดปลอยสารอินทรียสูแหลงน้ํา (ธงชัย  

พรรณสวัสด์ิ. 2544) นอกจากนี้ยังทําใหเกิดวัชพืชน้ําซึ่งเปนปญหาแกการสัญจรทางน้ําดวย 

สําหรับน้ําเสียที่มีความเค็มสวนใหญมีแหลงที่มาจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงและ

อุตสาหกรรมที่เกี่ยวของ โดยพบวาน้ําเสียที่ถูกปลอยออกจากการเพาะเลี้ยงกุงทะเลโดยไมผานการ

บําบัดมีความสกปรกในรูปสารอินทรียและธาตุอาหารโดยเฉพาะแอมโมเนีย-ไนโตรเจนในปริมาณ

ที่สูงมาก (Funge-Smith and Briggs. 1998 ; Tookvinas et al. 2001) ดังนั้นการบําบัดน้ําเสียที่

เกิดจากกิจกรรมดังกลาวกอนปลอยออกสูส่ิงแวดลอมจึงมีความสําคัญและจําเปนอยางยิ่ง 

ในทวีปเอเชียการเพาะเลี้ยงกุงถือเปนกิจกรรมหลักของการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยมีการ

สงออกกุงมากถึงรอยละ 91 ของผลผลิตกุงทั่วโลก (FAO. 2003) สําหรับประเทศไทยมีการ

เพาะเลี้ยงกุงตลอดแนวชายฝงทะเลของไทยทั้งฝงอาวไทยและฝงทะเลอันดามัน ของเสียจากการ

เลี้ยงกุงซึ่งเกิดจากอาหารที่กุงกินไมหมดและสิ่งขับถายของกุงเมื่อสะสมอยูกนบอจะถูกยอยสลาย

ดวย จุลินทรียในสภาวะไรอากาศทําใหเกิดสารพิษคือแอมโมเนียและไนไตรทซึ่งเปนพิษโดยตรงตอ

สัตวน้ํา (Avnimelech and Ritvo. 2003) นอกจากนี้หากมีการปลดปลอยน้ําจากการเลี้ยงซึ่งอุดม
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ไปดวยธาตุอาหารออกสูแหลงน้ําชายฝงก็จะสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมเปนอยางมาก (Shang, 

Leung and Ling. 1998) ในการเพาะเลี้ยงกุงมีการใชอาหารที่มีปริมาณไนโตรเจนสูงมาก จาก

การศึกษาการเลี้ยงกุงแบบพัฒนาบริเวณชายฝงทะเลของประเทศออสเตรเลียพบวาสารไนโตรเจน

ที่เขาสูบอกุงสวนใหญ (รอยละ 90) มาจากอาหารกุง แตมีไนโตรเจนเพียงรอยละ 22 เทานั้นที่ถูก

นําไปใชสรางเปนเนื้อกุง ที่เหลือจะกลายเปนมลพิษทั้งในบอเลี้ยงและปลอยออกสูส่ิงแวดลอม

ภายนอกโดยไนโตรเจนรอยละ 57 จะถูกปลอยออกสูส่ิงแวดลอม (ภาพที่ 1) สวนอีกรอยละ 14 จะ

อยูในเลนกนบอ (Jackson et al. 2003) สอดคลองกับการศึกษาการเลี้ยงกุงแบบพัฒนาใน

ประเทศไทยซึ่งพบวามีไนโตรเจนเพียงรอยละ 21 ของอาหารกุงเทานั้นที่ถูกเปลี่ยนไปเปนเนื้อกุง 

สวนที่เหลืออีกประมาณรอยละ 35 ถูกปลอยออกสูส่ิงแวดลอม (Briggs and Funge-Smith. 

1994) สวนในการเลี้ยงกุงแบบกึ่งพัฒนาพบวาไนโตรเจนสวนใหญคือรอยละ 72 ของไนโตรเจนที่

เขาไปในบอจะถูกปลอยออกสู ส่ิงแวดลอมดวยการเปลี่ยนถายน้ํา (Teichert-Coddington, 

Martinez and Ramirez. 2000) 

 

 

 

ภาพที ่1  สัดสวนปริมาณของไนโตรเจนในรูปแบบตางๆ ที่เขาสูบอ (A) และหลังเขาไปในบอ (B) 

จากการเลี้ยงกุงแบบพฒันา (Jackson et al. 2003) 

 

นอกจากการเลี้ยงกุงในบอดินแลวการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําในกระชังก็กอใหเกิดการ

ปนเปอนของไนโตรเจนในปริมาณสูงเชนกันซึ่งเปนการปลดปลอยมลพิษลงสูแหลงน้ําธรรมชาติ

A 
Existing stock 5% 

Food 90% 

Intake water 
5% 

Sediment 14% 

Remaining stock 4% 

Harvest 22% 

Denitrification, Ammonia volatilization 
B 

Discharged 
water 57% 
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โดยตรง โดยการเลี้ยงปลาในกระชังมีการใชไนโตรเจนในอาหารปลาสูงตั้งแต 47.3 - 320.6 

กิโลกรัมตอตันของผลผลิตปลาขึ้นอยูกับชนิดของปลา ทั้งนี้ปลาแตละชนิดมีความแตกตางดาน

พฤติกรรมการกินอาหารและมีความสามารถในการนําไนโตรเจนไปสรางเนื้อหรืออัตราแลกเนื้อได

ตางกัน จากการศึกษาโดย Islam (2005) พบวาโดยเฉลี่ยการเลี้ยงปลาในกระชังจะมีการ

ปลดปลอยไนโตรเจน 132.5 กิโลกรัม และฟอสฟอรัส 25 กิโลกรัม ออกสูส่ิงแวดลอมตอผลผลิต

ปลา 1 ตัน หรือหากมีผลผลิตปลา 10,000 ตันจะมีการปลดปลอยไนโตรเจนและฟอสฟอรัสสูงถึง 

1,325 ตัน และ 250 ตัน ตามลําดับ 

จะเห็นไดวาทั้งการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําทั้งในบอดินและในกระชังนั้นเกิดการปลดปลอย

ไนโตรเจนออกสูส่ิงแวดลอมอยางมหาศาล ดังนั้นหนวยงานที่รับผิดชอบดานสิ่งแวดลอมใน

ประเทศไทยไดกําหนดมาตรฐานเพื่อควบคุมการระบายน้ําทิ้งจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝง 

โดยกําหนดใหคาไนโตรเจนรวม (Total nitrogen) ซึ่งเปนผลรวมระหวางไนโตรเจนละลาย (Total 

dissolved nitrogen) กับไนโตรเจนแขวนลอย (Total particulate nitrogen) ในน้ําทิ้งที่ผานการ

บําบัดแลวจากบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงจะตองมีคาไมเกิน 4 มิลลิกรัมตอลิตร สวนคา

แอมโมเนีย (NH3-N) จะตองมีคาไมเกิน 1.1 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งมีผลบังคับใชกับบอขนาด 10 ไร

ข้ึนไป (กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม. 2547) 

2.  การบําบัดน้ําเสีย 
เพื่อปองกันและควบคุมไมใหน้ําเสียสรางผลกระทบตอส่ิงแวดลอมจําเปนตองมีการ

บําบัดน้ําเสียกอนถูกปลดปลอยออกสูส่ิงแวดลอม การเลือกระบบบําบัดน้ําเสียขึ้นอยูกับหลาย

ปจจัย เชน ลักษณะของน้ําเสีย ระดับการบําบัดน้ําเสียที่ตองการ คากอสราง คาดําเนินการดูแล

และบํารุงรักษา และขนาดของพื้นที่สําหรับใชในการกอสราง เปนตน สามารถแบงการบําบัดน้ํา

เสียไดสามแบบตามกลไกที่ใชในการกําจัดสิ่งเจือปน แบบที่หนึ่งคือการบําบัดทางกายภาพ 

(Physical treatment) เปนการใชอุปกรณเพื่อแยกเอาสิ่งเจือปนออกจากน้ําเสีย เชน ของแข็งขนาด

ใหญ พลาสติก กรวด ไขมัน เปนตน แบบที่สองคือการบําบัดทางเคมี (Chemical treatment) เปน

การใชกระบวนการทางเคมีเพื่อทําปฏิกิริยากับส่ิงเจือปนในน้ําเสีย ใชสําหรับน้ําเสียที่มี

สวนประกอบอยางใดอยางหนึ่งเชน สารพิษ โลหะหนัก เปนตน และแบบที่สามคือ การบําบัดทาง

ชีวภาพ (Biological treatment) เปนการบําบัดโดยใชกระบวนการทางชีวภาพหรือเปนการอาศัย  

จุลินทรียในการกําจัดสิ่งเจือปนในน้ําเสียโดยเฉพาะสารอินทรียคารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส 

โดยสารเหลานี้จะถูกใชเปนอาหารและเปนแหลงพลังงานของจุลินทรียในถังเลี้ยงเชื้อเพื่อการ

เจริญเติบโต ทําใหน้ําเสียมีคาความสกปรกลดลง (กรมควบคุมมลพิษ. 2547) การบําบัดน้ําเสีย
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สามารถแบงตามลําดับข้ันตอนเปนระดับตางๆ ของการบําบัดได 3 ระดับคือ การบําบัดขั้นที่หนึ่ง 

การบําบัดขั้นที่สอง และการบําบัดขึ้นที่สาม ซึ่งในแตละระดับสามารถแบงเปนระดับยอยไดอีก 

รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที ่1  ระดับของการบําบัดน้ําเสีย (Tchobanoglous, Burton and Stensel. 2002) 

ระดับการบาํบัด รายละเอียดการบาํบัด 

การบําบัดขั้นแรก 

(Preliminary treatment) 

กําจัดสิ่งเจือปนที่อยูในน้ําเชน เศษไม ไขมัน กรวด ที่อาจเปน

อุปสรรคตอการบําบัดและดูแลระบบ 

การบําบัดขั้นที่หนึ่ง 

(Primary treatment) 

กําจัดสารอนิทรียและของแข็งแขวนลอยบางสวน 

การบําบัดขั้นที่หนึ่งชั้นสงู 

(Advanced primary 

treatment) 

กําจัดสารอนิทรียและเพิม่พนูการกําจัดของแข็งแขวนลอย 

โดยทัว่ไปจะใชการกรองหรอืการเติมสารเคมี  

การบําบัดขั้นที่สอง 

(Secondary treatment) 

กําจัดสารอนิทรียทีย่อยสลายได, ของแขง็แขวนลอย และรวมถงึ

การฆาเชื้อโรค (Disinfection) ดวย 

การบําบัดธาตอุาหารขั้นที่

สอง (Secondary with 

nutrient removal) 

กําจัดสารอนิทรียทีย่อยสลายได, ของแขง็แขวนลอย และธาตุ

อาหาร (ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส หรือทัง้ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส) 

การบําบัดขั้นที่สาม 

(Tertiary treatment) 

กําจัดธาตุอาหาร การฆาเชือ้โรค และกําจดัของแข็งแขวนลอยที่

เหลือหลงัจากการบําบัดขั้นที่สองซ่ึงโดยทัว่ไปจะใชการกรองดวย

ตัวกลางทีม่ีลักษณะเปนเมด็หรือใชตะแกรงละเอียด 

(Microscreen) 

การบําบัดขั้นสูง 

(Advanced treatment) 

กําจัดสารที่ละลายหรือแขวนลอยอยูในน้ําที่เหลือจากการบําบัด

ธาตุอาหารทางชีวภาพแบบทั่วไปสําหรับกรณีที่ตองการนําน้ํา

กลับไปใชใหม 

 

ระบบบําบัดน้ําเสียที่อาศัยหลักการทางชีวภาพมีหลายรูปแบบ เชน ระบบเอเอส 

(Activated sludge, AS) ระบบแผนจานหมุนชีวภาพ (Rotating biological contactor, RBC) 

ระบบคลองวนเวียน (Oxidation ditch, OD) ระบบบอเติมอากาศ (Aerated lagoon, AL) ระบบ
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โปรยกรอง (Trickling filter) ระบบยูเอเอสบี (Upflow anaerobic sludge blanket, UASB) ระบบ

กรองไรอากาศ (Anaerobic filter, AF) เปนตน (Bitton. 1994) การเลือกใชระบบใดนั้นขึ้นอยูกับ

หลายปจจัย เชน ลักษณะของน้ําเสีย สภาพของพื้นที่ เปนตน ในที่นี้จะกลาวถึงระบบบําบัดน้ําเสีย

แบบเอเอสซึ่งไดรับความนิยมใชในการบําบัดน้ําเสียอยางแพรหลาย 
2.1 ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอเอส 
ปจจุบันระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอเอสเปนที่นิยมใชกันแพรหลาย สามารถบําบัดได

ทั้งน้ําเสียชุมชนและน้ําเสียอุตสาหกรรมโดยอาศัยการยอยสลายสารอินทรียดวยแบคทีเรียแอโรบิค

หรือใชออกซิเจน (Aerobic bacteria) เปนหลัก ระบบประกอบไปดวยถังเติมอากาศ (Aeration 

tank) และถังตกตะกอน (Sedimentation tank) โดยเติมน้ําเสียเขาถังเติมอากาศซึ่งมีตะกอน       

จุลินทรียหรือเรียกวา “สลัดจ” (Sludge) อยูเปนจํานวนมากดวยสภาวะภายในถังที่เอื้อตอการ

เจริญเติบโต จุลินทรียเหลานี้จะยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสียใหอยูในรูปของคารบอนไดออกไซด 

(CO2) และน้ําในขั้นสุดทาย (Bitton. 1994) หลังผานการบําบัดน้ําเสียจะไหลตอไปยงัถงัตกตะกอน

เพื่อแยกสลัดจออก สลัดจที่แยกตัวอยูที่กนถังตกตะกอนสวนหนึ่งจะถูกสูบกลับเขาไปในถังเติม

อากาศอีกครั้งเพื่อรักษาความเขมขนของสลัดจในถังเติมอากาศใหไดตามที่กําหนด (ภาพที ่2) และ

อีกสวนหนึ่งจะเปนสลัดจสวนเกิน (Excess sludge) ที่ตองนําไปกําจัดตอไป สวนน้ําใสสวนบนจะ

เปนน้ําทิ้งที่สามารถระบายออกสูส่ิงแวดลอมได (Tchobanoglous, Burton and Stensel. 2002) 

 

 
 

ภาพที ่2  แผนผังระบบบําบดัน้ําเสียแบบเอเอสโดยทัว่ไป 

 

ปจจุบันมีการพัฒนาใชงานระบบเอเอสหลายรูปแบบ เชน ระบบแบบกวนสมบูรณ 

(Completely mixed system) กระบวนการปรับเสถียรสัมผัส (Contact stabilization process) 

หรือระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร (Sequencing batch reactor, SBR) เปนตน (กรมควบคุม

มลพิษ. 2547) โดยในประเทศที่พัฒนาแลวไดมีการออกแบบระบบเอเอสใหมีความสามารถในการ

บําบัดธาตุอาหารไดมากขึ้นนอกเหนือจากการบําบัดสารอินทรียคารบอนเพียงอยางเดียว สําหรับ

Aeration tank   

Return sludge Excess 

Raw 

wastewater 
Effluent 

Primary clarifier Final clarifier 
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ประเทศไทยการบําบัดธาตุอาหารยังไมเปนที่ยอมรับมากนัก เนื่องจากทําใหคาใชจายสูงขึ้นและ

ขาดมาตรการบังคับใชทางกฎหมาย รวมทั้งตองอาศัยผูที่มีความรูความเขาใจในกระบวนการ

บําบัดเปนอยางดีดวย 
2.2 ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร 
ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอารเปนการพัฒนาจากระบบเอเอส จัดเปนระบบ     

เอเอสประเภท “เติมเขา-ถายออก” (Fill and draw activated sludge) โดยไดรวมเอาถังเติม

อากาศและถังตกตะกอนเขาดวยกันเพียงถังเดียวมีรอบการทํางาน (Cycle) ดังนี้ ระยะเติมน้ําเสีย 

(Fill) ระยะทําปฏิกิริยา (React) ระยะตกตะกอน (Settle) ระยะระบายน้ําทิ้ง (Draw) และระยะพัก

ระบบ (Idle) (ภาพที่ 3) ขอดีของระบบนี้คือสะดวกในการควบคุมดูแลและประหยัดพื้นที่ในการ

ติดตั้งดําเนินการ (Rim et al. 1997) สามารถปรับยืดหยุนชวงเวลาตางๆ ของแตละระยะไดเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพการบําบัดใหสูงขึ้น พบวาสามารถนําระบบเอสบีอารมาประยุกตใชในการบําบัด

ธาตุอาหารในน้ําทิ้งหลากหลายลักษณะไดดี (EPA. 1999) เชน มีการใชระบบเอสบีอารบําบัดธาตุ

อาหารในน้ําทิ้งที่มีความเค็มสูงถึงรอยละ 3.5 ของ NaCl (Intrasungkha, Keller and Blackall. 

1999) นอกจากนี้มีการใชเทคโนโลยีข้ันสูงเขามาปรับใชกับระบบเอสบีอารแบบธรรมดาทําใหเปน

ระบบมีสมรรถนะสูงขึ้น เชน มีการเติมน้ําเสียเขาถังแบบตอเนื่องเขาที่กนถัง (Continuous flow 

sequencing batch reactor) แลวปรับลดชวงเวลาใหเหลือเพียง 3 ระยะคือ ระยะทําปฏิกิริยา 

ระยะตกตะกอน และระยะปลอยน้ําทิ้ง (Mahvi, Mesdaghinia and Karakani. 2004) 

 

 
 

ภาพที ่3  แผนผังระยะการทาํงานใน 1 รอบของระบบเอสบีอารโดยทัว่ไป 

Anoxic Aerobic 

React 

Settle 

Treated effluent 

Sludge excess 

Fill 

Draw 
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3.  วัฏจักรไนโตรเจน (Nitrogen cycle) 
ธาตุไนโตรเจน (N) เปนสวนประกอบของโปรตีนและกรดนิวคลีอิกในเซลลจุลินทรีย พืช 

และสัตวจึงเปนธาตุที่มีความจําเปนตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิด โดยไนโตรเจนในรูปกาซ (N2) เปน

สวนประกอบหลักในบรรยากาศของโลก (รอยละ 79) เนื่องจากเปนรูปที่คงตัวที่สุด แตส่ิงมีชีวิต

สวนใหญไมสามารถใชไนโตรเจนในรูปกาซไดหากยังไมมีการเปลี่ยนไปอยูในรูปแอมโมเนีย

เสียกอน (Bitton. 1994) ไนโตรเจนมีการเปลี่ยนแปลงเปนรูปแบบตางๆ ทั้งในรูปของสารอนินทรีย

ไนโตรเจนและสารอินทรียไนโตรเจนในสิ่งแวดลอมตางๆ บนโลกเรียกวาเปน “วัฏจักรไนโตรเจน” 

ดังแสดงในภาพที่ 4 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4  วัฏจกัรของไนโตรเจน (ดัดแปลงจาก Madigan, Martinko and Parker. 2003) 

 
3.1  การตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixation)   
เปนการรีดิวซกาซไนโตรเจนเปนแอมโมเนียม แลวเปลี่ยนแอมโมเนียมใหอยูในรูป

สารอินทรีย แมวาในบรรยากาศของโลกจะประกอบไปดวยกาซไนโตรเจนเปนหลัก แตส่ิงมีชีวิต

สวนใหญไมสามารถรีดิวซกาซไนโตรเจนได เนื่องจากตองอาศัยพลังงานอยางมากในการสลาย

พันธะไนโตรเจน มีเพียงแบคทีเรียไมกี่ชนิดเทานั้นที่สามารถทําได (Madigan, Martinko and 

NH3 

Aerobic ammonia oxidation 

N2 

Assimilation 

Ammonification 

Anaerobic   ammonium 

                    oxidation 

Nitrification 

NO2
- 

Denitrification 

NO3
- 

NO2- 

NO2 

N2O 

Nitrite oxidation 

NH2 groups of 

protein 

Assimilation 

Nitrogen fixation 

NH4
+ 

+NO2
- 
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Parker. 2003) การตรึงไนโตรเจนแบงออกเปน 2 แบบคือ การตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ 

(Nonsymbiotic nitrogen fixation) จุลินทรียที่เกี่ยวของ เชน Azotobacter, Klebsiella, 

Anabaena และ Nostoc เปนตน และการตรึงไนโตรเจนแบบพึ่งพาสิ่งมีชีวิตอื่น (Symbiotic 

nitrogen fixation) จุลินทรียที่เกี่ยวของเชน Rhizobium เปนตน เอนไซมที่มีบทบาทในการตรึง

ไนโตรเจนของแบคทีเรียเหลานี้เรียกวาเอนไซมไนโตรจีเนส (Nitrogenase) ประกอบไปดวย

เอนไซมยอยสองสวนคือ เอนไซมไดไนโตรจีเนส (Dinitrogenase) และเอนไซมไดไนโตรจีเนสรีดัค

เตส (Dinitrogenase ruductase)  ซึ่งถูกควบคุมดวยยีน nif (Bitton. 1994 ; Madigan, Martinko 

and Parker. 2003) 
3.2  แอสสิมิเลชัน (Assimilation) 
เปนการนําเอาไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียไปใชในการสรางเซลลเพื่อการ

เจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต โดยจุลินทรียในกลุม Heterotroph และกลุม Autotroph สามารถนําเอา

ทั้งแอมโมเนียและไนเตรทไปใชในการสังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิกเพื่อการสรางเซลล ซึ่ง

ไนโตรเจนในรูปที่เหมาะที่สุดสําหรับจุลินทรียคือแอมโมเนียม แตถาไมมีแอมโมเนียมจุลินทรีย

สามารถใชเอนไซมไนเตรทรีดัคเตส (Nitrate reductase) รีดิวซไนเตรทไปเปนไนไตรทแลวใช

เอนไซมไนไตรทรีดัคเตส (Nitrite reductase) รีดิวซไนไตรทใหเปนแอมโมเนียมแลวจึงนําไปใชใน

การสังเคราะหโปรตีน (ธงชัย  พรรณสวัสด์ิ. 2544) 
3.3  แอมโมนิฟเคชัน (Ammonification) 
แอมโมนิฟเคชันเปนการเปลี่ยนสารประกอบอินทรียไนโตรเจนใหอยูในรูปอนินทรีย

ไนโตรเจน หรือเรียกอีกชื่อวา “การเปลี่ยนแปลงแรธาตุไนโตรเจน” (Nitrogen mineralization) โดย

มีจุลินทรียหลายชนิดทั้งแบคทีเรียและเชื้อเห็ดรา (Fungi) ที่มีบทบาทในกระบวนการนี้ สารอินทรีย

ไนโตรเจนหรือโปรตีนจะถูกเปลี่ยนเปนแอมโมเนียไดจะตองผานการลดรูปเปนเปปไทด (Peptides) 

หรือกรดอะมิโนกอนดวยเอนไซมยอยโปรตีน แลวจากนั้นจะถูกลดเอมีน (Deamination) เปน

แอมโมเนีย (NH3) แอมโมเนียที่เกิดขึ้นมักไมอยูในรูปแอมโมเนียอิสระ ในน้ําเสียทั่วไปมักมีพีเอช 

(pH) เปนกรดหรือเปนกลางแอมโมเนียจึงอยูในรูปของเกลือแอมโมเนียม (NH4
+) แตหากพีเอช

สูงขึ้นแอมโมเนียมจะเปลี่ยนไปอยูในรูปแอมโมเนียซึ่งอาจถูกปลอยขึ้นสูบรรยากาศได (Bitton. 

1994) 
3.4  ไนตริฟเคชัน (Nitrification) 
ไนตริฟเคชันเปนการออกซิไดสแอมโมเนียใหเปนไนเตรท โดยอาศัยการทํางานของ

แบคทีเรียที่เรียกวา “แบคทีเรียไนตริไฟอิง” (Nitrifying bacteria) มีสองข้ันตอนหลักคือเปลี่ยน

แอมโมเนียเปนไนไตรท และเปลี่ยนจากไนไตรทเปนไนเตรท (Van Loosdrecht and Jetten. 
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1998) ข้ันตอนแรกเปนการออกซิไดสแอมโมเนียใหเปนไนไตรทเกิดจากแบคทีเรียกลุม AOB 

(Ammonia-oxidizing bacteria) โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมสองชนิดคือแอมโมเนียโมโน

ออกซิจีเนส (Ammonia monooxygenase) (Hooper et al. 1997) ออกซิไดซแอมโมเนียให

กลายเปนไฮดรอกซิลามีน (Hydroxylamine, NH2OH) (สมการที่ 1) และเอนไซมไฮดรอกซีลามีน

ออกซิโดรีดัคเตส (Hydroxylamine oxidoreductase) (Bergmann, Arciero and Hooper. 1994) 

ทําการออกซิไดซไฮดรอกซิลามีนใหกลายเปนไนไตรท (สมการที่ 2) ภายใตสภาวะที่มีอากาศ 

แบคทีเรียที่เกี่ยวของกับข้ันตอนนี้เชน Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus และ 

Nitrosolobus เปนตน 

NH3 + O2 + 2H+ + 2e- → NH2OH + H2O........................สมการที่ 1 

NH2OH + H2O ↔ NO2
- + 5H+ + 4e-...............................สมการที่ 2  

ข้ันตอนที่สองของกระบวนการไนตริฟเคชันคือการเปลี่ยนจากไนไตรทใหเปน        

ไนเตรท โดยการทํางานของแบคทีเรียกลุม NOB (Nitrite oxidizing bacteria) อาศัยการทํางาน

ของเอนไซมไนไตรทออกซิโดรีดัคเตส (Nitrite oxidoreductase) ออกซิไดซไนไตรทใหกลายเปน  

ไนเตรท (สมการที่ 3) แบคทีเรียที่เกี่ยวของกับข้ันตอนนี้เชน Nitrospira, Nitrobacter และ 

Nitrococcus เปนตน 

NO2
- + H2O ↔ NO3

- + 2H+ + 2e-...................................สมการที่ 3 

แหลงคารบอนของแบคทีเรียไนตริไฟอิงไดจากหลายแหลงเชน คารบอนไดออกไซด 

(Carbondioxide) ไบคารบอเนต (Bicarbonate) และคารบอเนต (Carbonate) เปนตน ผลของ

การเกิดไนตริฟเคชันทําใหเกิดกรดซึ่งอาจมีผลตอคาพีเอชในน้ําเสียได อัตราการเจริญเติบโตของ 

Nitrobacter พบวาสูงกวาของ Nitrosomonas ดังนั้นขอจํากัดของการเกิดไนตริฟเคชันอยางหนึ่ง

คือการเปลี่ยนแอมโมเนียไปเปนไนไตรทของ Nitrosomonas แมวาในธรรมชาติสวนใหญจะพบ

แบคทีเรียไนตริไฟอิงแบบ Autotroph แตบางครั้งไนตริฟเคชันอาจเกิดจากแบคทีเรียกลุม 

Heterotroph ไดเชน Arthrobacter หรือเชื้อเห็ดราบางชนิดเชน Aspergillus โดยกลุมนี้จะใช

สารอินทรียคารบอนเปนแหลงคารบอน อยางไรก็ตามไนตริฟเคชันจากจุลินทรียแบบ Heterotroph 

เกิดไดชากวาจุลินทรียแบบ Autotroph มาก (Bitton. 1994) 

3.5  ดีไนตริฟเคชัน (Denitrification) 
ดีไนตริฟเคชันเปนการรีดิวซไนเตรทใหเปนกาซไนโตรเจนโดยผานสารตัวกลางหลาย

ตัวคือ ไนไตรท (NO2) ไนตริคออกไซด (NO) และ ไนตรัสออกไซด (N2O) (Van Loosdrecht and 
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Jetten. 1998) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นดังแสดงในสมการที่ 4 และ 5 โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม

หลายชนิดดังแสดงในตารางที่ 2 (Bothe et al. 2000) กลไกที่สําคัญในการรีดิวซไนเตรทมีสองแบบ

คือ การรีดิวซไนเตรทแบบแอสสิมิเลชัน (Assimilatrory nitrate reduction, ANR) และการรีดิวซไน

เตรทแบบดิสสิมิเลชัน (Dissimilatory nitrate reduction, DNR) (ธงชัย  พรรณสวัสด์ิ. 2544) โดย 

ANR เปนการนําแอมโมเนียมไปใชในการสรางเซลลของแบคทีเรียจึงไมคอยมีบทบาทในการบําบัด

น้ําเสียมากนัก สวน DNR เปนการหายใจแบบไรอากาศของแบคทีเรียโดยใชไนเตรทเปนตัวรับ

อิเล็กตรอน ไนเตรทจะถูกรีดิวซเปนไนตรัสออกไซด และกาซไนโตรเจนตามลําดับ 

 

ตารางที ่2  เอนไซมทีม่ีบทบาทในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน (Bothe et al. 2000) 

 

เอนไซม ขนาดยนี (bp) ชื่อยีน ปฏิกิรยิา 

NO3
- reductase 3588-3786 narG 

NO3
- + 2e- + 2H+ → NO2

- + 

H2O 

 1464-1677 narH  

 516-741 narJ  

 672-741 narI  

Heme NO2
- reductase 1665-1791 nirS NO2

- + e- + 2H+ → NO + H2O 

Cu NO2
- reductase 1092-1140 nirK NO2

- + e- + 2H+ → NO + H2O 

NO reductase 1341-1542 norB 2NO + 2e- + 2H+ → N2O + H2O 

 441-453 norC  

N2O reductase 1905-1959 nosZ N2O + 2e- + 2H+ → N2 + H2O 

 

โดยแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงมีทั้งแบบ Hetertroph  และ Autotroph เชนเดียวกับ

แบคทีเรียไนตริไฟอิงแตแบบ Heterotroph  จะมีบทบาทในการบําบัดน้ําเสียมากกวา (Bitton. 

1994) แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง (Denitrifying bacteria) แบบที่เปน Heterotroph นี้จะใชสารอินทรีย

คารบอนเปนแหลงคารบอนในการลดรูปไนโตรเจนทุกขั้นตอน สําหรับน้ําทิ้งที่มีแหลงคารบอนนอย

จําเปนตองมีการเติมแหลงคารบอนจากภายนอกเขาไปเพื่อใหเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันได

อยางสมบูรณ   (Van Loosdrecht and Jetten. 1998) แหลงคารบอนที่มีการนํามาใช อาทิเชน   

เมทานอล (Methanol) อะซีเตท (Acetate) เอทานอล (Ethanol) แลคเตท (Lactate) และกลูโคส 
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(Glucose) เปนตน (Khin and Annachhatre. 2004) จากการคัดแยกแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจาก

ระบบบําบัดน้ําเสียดวยเทคนิคที่อาศัยอาหารเลี้ยงเชื้อพบวาเปนจีนัสเหลานี้คือ Alcaligenes, 

Pseudomonas, Methylobacterium, Bacillus, Paracoccus และ Hyphomicrobium  

2NO3
- + 10H+ + 10e- → N2 + 2OH- + 4H2O…………….สมการที่ 4 

2NO2
- + 6H+ + 6e- → N2 + 2OH- + 2H2O.......................สมการที่ 5 

4.  การบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพ 
การบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพเปนการอาศัยการทํางานของจุลินทรีย เปนวิธีที่ทําได

งาย ตนทุนต่ําหากเปรียบเทียบกับวิธีการทางเคมีและกายภาพ (EPA. 1993) โดยเปนการอาศัย

กระบวนเปลี่ยนแปลงสารประกอบไนโตรเจนตางๆ ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติจากกระบวนการทํางาน

ของจุลินทรียหลากหลายชนิด โดยจะเนนการเปลี่ยนรูปจากสารอินทรียไนโตรเจนใหไปอยูในรูป

สารอนินทรียไนโตรเจนโดยขั้นสุดทายจะไดเปนกาซไนโตรเจน (N2) (Van Loosdrecht and 

Jetten. 1998) 
4.1  การบําบัดไนโตรเจนแบบดั้งเดิมดวยกระบวนการไนตริฟเคชันและ     

ดีไนตริฟเคชัน 
การบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพดวยกระบวนการดั้งเดิมอาศัยสองกระบวนการหลัก

คือ ไนตริฟเคชันดวยจุลินทรียแบบ Autotroph และดีไนตริฟเคชันดวยจุลินทรียแบบ Heterotroph 

โดยทั้งสองกระบวนการเกิดขึ้นภายใตสภาวะที่ตางกันคือมีออกซิเจนอิสระและปราศจากออกซิเจน

อิสระ และยังเกิดขึ้นจากการทํางานของจุลินทรียตางชนิดกัน ดังนั้นการแยกสถานที่และแยกเวลา

จากกันจะทําใหเกิดประสิทธิภาพการบําบัดดีกวา ไนตริฟเคชันตองการออกซิเจน 4.2 กรัมตอ

แอมโมเนียม 1 กรัม (Khin and Annachhatre. 2004) สวนดีไนตริฟเคชันตองการสารอินทรีย

คารบอนเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณเชน ตองใชเมทานอล 2.47 กรัมตอไนเตรท 1 กรัม 

(McCarty, Beck and Amann. 1969) ปกติแลวในน้ําเสียจะมีสารอินทรียคารบอนไมเพียงพอตอ

การเกิดดีไนตริฟเคชัน ดังนั้นในการบําบัดไนโตรเจนที่มีปริมาณสูงในน้ําเสียใหสมบูรณจึงตองมี

การเติมแหลงคารบอนมหาศาลเชนกัน (van Dongen, Jetten and van Loosdrecht. 2001) ยิ่ง

ไปกวานั้นระบบบําบัดน้ําเสียสวนใหญไมไดออกแบบมาเพื่อการบําบัดไนโตรเจนจึงเปนเรื่องยากที่

จะทําใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน จึงพบวาระบบบําบัดน้ําเสียสวนใหญจะมี

ไนเตรทหลงเหลือในน้ําที่ผานการบําบัดแลวประมาณ 10 มิลลิกรัมตอลิตร (Jetten et al. 2002) 

อยางไรก็ตามปจจุบันมีการออกแบบระบบเอเอสใหมีการบําบัดไนโตรเจนไดมากขึ้นเนื่องจากมีการ
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ใหความสําคัญกับธาตุอาหารในน้ําเสีย เชน การนําเอาระบบเอสบีอารมาประยุกตใชในการบําบัด

ไนโตรเจน ซึ่งเปนการรวมเอาถังเติมอากาศและถังตกตะกอนไวในถังเดียว ปจจัยที่ใชควบคุมการ

บําบัดไนโตรเจนดวยระบบเอสบีอาร เชน ระยะเวลากักน้ําหรือ HRT (Hydraulic retention time) 

อายุตะกอนจุลินทรีย หรือ SRT (Sludge retention time) อัตราสวนของชวงเวลาไรออกซิเจนอิสระ

ตอมีออกซิเจนอิสระ (Anoxic/aerobic) ชวงเวลาไรออกซิเจนอิสระ และชวงเวลามีออกซิเจนอิสระ 

เปนตน 

นอกจากนี้มีความตองการลดตนทุนที่เกิดจากการเติมออกซิเจนในถังเติมอากาศ

เพื่อใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันและจากแหลงสารอินทรียคารบอนที่ตองเติมใหกับถังไรอากาศ

เพื่อใหเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชัน จึงมีการออกแบบและควบคุมระบบบําบัดน้ําเสียใหเกิด

กระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแบบทางลัด (Shortcut) โดยผานการสะสมไนไตรท 

(Ruiz et al. 2006) วิธีการนี้อาศัยหลักการวาไนไตรทเปนสารตัวกลางที่เกิดขึ้นทั้งในกระบวนการ

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน ดังนั้นจึงทําใหไนไตรทไมถูกเปลี่ยนไปเปนไนเตรทในขั้นตอนที่สอง

ของไนตริฟเคชันโดยควบคุม NOB ใหหายไปจากระบบแบบไมใหกระทบตอ AOB และไนไตรทที่

เกิดขึ้นจะถูกรีดิวซตอดวยแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง วิธีการทําให NOB ไมทํางานมีหลายวิธี ไดแก 

การจํากัดปริมาณออกซิเจน การควบคุมคาพีเอช และการควบคุมอุณหภูมิ (Ruiz et al. 2006) 

ดวยวิธีการนี้ทําใหประหยัดตนทุนการบําบัดน้ําเสียทั้งคาเติมอากาศและคาเติมแหลงสารอินทรีย

คารบอนแตเหมาะสําหรับน้ําทิ้งที่มีแอมโมเนียไมสูงเทานั้น ข้ึนตอนการเปลี่ยนแปลงไนโตรเจนของ

วิธีการนี้ดังแสดงในภาพที่ 5 

 
ภาพที่ 5  การบําบัดไนโตรเจนโดยการอาศัยกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแบบทาง

ลัด (Shortcut) ผานการสะสมไนไตรท 

 
4.2  เอสเอ็นดี (Simultaneous nitrification and denitrification, SND)  
โดยทั่วไปการบําบัดไนโตรเจนใหสมบูรณจะตองใชถังปฏิกรณสองถังแยกขาดจาก

กัน ในสภาวะที่มีออกซิเจนละลายต่ํา 0.5-2 มิลลิกรัมตอลิตรพบวาจะยับยั้งการเกิดไนตริฟเคชัน 

(EPA. 1993) อยางไรก็ตามการเกิดไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันสามารถเกิดขึ้นในสภาวะ

Shortcut 

NH4
+ → NO2

- → NO3
- → NO2

- →NO → N2O → N2 
Nitrification Denitrification 
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เดียวกันภายใตถังปฏิกรณเดียวกันไดโดยอาศัยการควบคุมคาออกซิเจนละลายต่ําเฉลี่ยอยูระหวาง 

0.5-1 มิลลิกรัมตอลิตร เรียกปรากฏการณนี้วาเอสเอ็นดี (Simultaneous nitrification and 

denitrification ; SND) (Hibiya et al. 2003) โดยพบวามีการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันขึ้นใน

ระหวางการเติมอากาศในถังปฏิกรณ ทําใหลบลางขอมูลเดิมที่เชื่อวากระบวนการดีไนตริฟเคชัน

สามารถเกิดไดเฉพาะในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนเทานั้น ซึ่งการบําบัดไนโตรเจนแบบเอสเอ็นดีดวย

ระบบเอสบีอารมีประโยชนอยางยิ่งในการลดเวลาและลดคาใชจายในการเติมอากาศ (Munch, 

Lant and Keller. 1996) กลไกการเกิดเอสเอ็นดีสามารถอธิบายไดจากเหตุผลสองขอคือ ขอแรกมี

การเกิดบริเวณที่มีและไมมีออกซิเจนอิสระข้ึนในบริเวณแตกตางกันภายในกลุมกอนจุลินทรียที่

เรียกวา “ฟล็อก” (Floc) โดยแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงอาจจะอาศัยอยูฟล็อก

กอนเดียวกันตามลักษณะการแพรกระจายของปริมาณออกซิเจน เมื่อมีปริมาณออกซิเจนจํากัดก็

จะเกิดสภาวะไรออกซิเจนอิสระข้ึนภายในฟล็อกทําใหแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทํางานได สวนบริเวณ

รอบนอกของฟล็อกก็จะเปนที่อาศัยของแบคทีเรียไนตริไฟอิงเนื่องจากมีปริมาณออกซิเจนเพียงพอ 

(Daigger and Littleton. 2000) ขอที่สองคืออาจจะเกิดจากการทํางานของแบคทีเรียไนตริไฟอิงใน

กลุม Heterotroph และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในกลุมที่ใชออกซิเจน (Aerobic denitrifying 

bacteria) เชน Pseudomonas sp. (Takaya et al. 2003 ), Paracoccus denitrificans 

(Baumann et al. 1996), Microvirgula aerodenitrificans (Patureau et al. 1998) และ Thaurea 

mechernichensis (Scholten et al. 1999) เปนตน 
4.3  กระบวนการแอนนามมอกซ (ANAMMOX process) 
กระบวนการแอนนามมอกซหรือ ANAMMOX (Anoxic ammonium oxidation) 

คนพบโดย Mulder และคณะ (1995) เปนกระบวนการออกซิเดชันแอมโมเนียในสภาวะไรอากาศ

ใหกลายเปนแกสไนโตรเจน (Schmid et al. 2000) โดยมีการใชไนไตรทเปนตัวรับอิเล็กตรอน  

ผลผลิตหลักของกระบวนการแอนามมอกซคือกาซไนโตรเจน แตมีไนโตรเจนรอยละ 10 ถูก

เปลี่ยนไปเปนไนเตรท (สมการ 6) 

NH3
+ + 1.32NO2

- + H+ → 1.02N2 + 0.26NO3
- + 2H2O ..............สมการที่ 6 

มีรายงานวาแบคทีเรียที่ เกี่ยวของกับกระบวนการแอนนามมอกซอยูในกลุม 

Planctomycetes โดยไดเรียกแบคทีเรียที่คนพบวา Brocadia anammoxidans (Candidate) และ 

Kuenenia stuttgartiensis  (Candidate) ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิด Autotroph ที่ไมตองการ

สารอินทรียคารบอนสําหรับเจริญเติบโต (Kuenen and Jetten. 2001) และแมวาแบคทีเรียกลุมนี้
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จะเจริญในสภาวะไรอากาศก็ตามแตก็สามารถถูกยับยั้งไดดวยออกซิเจนและปริมาณไนไตรทที่

ความเขมขนสูง (Strous, Kuenen and Jetten. 1999) 
4.4  กระบวนการชารอน (SHARON process) 
กระบวนการชารอน (Single reactor system for high ammonia removal over 

nitrite, SHARON) เปนการอาศัยไนตริฟเคชันเพียงบางสวน (Partial nitrification) ผานตวักลางคอื

ไนไตรทกอนจะถูกรีดิวซเปนกาซไนโตรเจน โดยดําเนินระบบในถังเติมอากาศเพียงถังเดียวไมมีการ

กักตะกอนที่ระดับอุณหภูมิสูง (35 องศาเซลเซียส) และพีเอชสูงกวา 7 (Hellinga, van 

Loosdrecht and Heijnen. 1997) การควบคุมอุณหภูมิและพีเอชเพื่อคัดเลือกใหมีเฉพาะ AOB 

และขับ NOB ออกจากระบบ ปกติแลว AOB เจริญเติบโตเร็วกวา NOB ที่อุณหภูมิมากกวา 15 

องศาเซลเซียส หากดําเนินระบบที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสอัตราการเติบโตสูงสุดของ NOB จะ

เทากับคร่ึงเดียวของ AOB เทานั้น และที่อุณหภูมิมากกวา 20 องศาเซลเซียส AOB จะมีอายุ

ตะกอนนอยซึ่งควบคุมไดโดยเวลากักน้ํา หากควบคุมเวลากักน้ําใหส้ัน NOB ก็จะหลุดออกไปจาก

ระบบ สวนการควบคุมพีเอชนั้นเนื่องจากการออกซิไดสแอมโมเนียมนั้นทําใหเกิดกรด การควบคุม

พีเอชทําใหปองกันการถูกยับยั้งได  

กระบวนการชารอนเหมาะสําหรับน้ําเสียที่มีแอมโมเนียสูง (มากกวา 5 กรัมตอลิตร) 

(Jetten, Horn and van Loosdrecht. 1997) เมื่อเปรียบเทียบกับการบําบัดแบบไนตริฟเคชันและ

ดีไนตริฟเคชันแบบดั้งเดิมกระบวนการชารอนจะประหยัดพลังงานในการเติมอากาศรอยละ 25 

และประหยัดแหลงคารบอนถึงรอยละ 40 (Khin and Annachhatre. 2004) 
4.5  กระบวนการแคนนอน (CANON process) 
สําหรับการบําบัดแอมโมเนียในน้ําเสียดวยการใชแบคทีเรียแอนามมอกซนั้นจะตอง

ใชปริมาณไนไตรทที่เหมาะสม ซึ่งอนุมูลไนไตรทผลิตมาจากการออกซิไดสแอมโมเนียของ AOB ใน

ข้ันตอนแรกของกระบวนการไนตริฟเคชัน แตอยางไรก็ตาม AOB มีความตองการออกซิเจนในการ

เจริญเติบโต ตรงกันขามกับแบคทีเรียแอนนามมอกซที่ตองการสภาวะไรอากาศในการเจริญเติบโต 

จึงมีการทําใหแบคทีเรียทั้งสองอยูทํางานรวมกันในถังปฏิกริยาเพียงถังเดียวโดยมีการใหออกซิเจน

ในปริมาณที่จํากัด เรียกกระบวนการดังกลาววา “แคนนอน” (Completely autotrophic nitrogen 

removal over nitrite, CANON) (Third et al. 2001 ; Sliekers et al. 2002) กระบวนการแคนนอน

นี้จึงเหมาะสมสําหรับการบําบัดน้ําเสียที่มีปริมาณแอมโมเนียสูง และมีปริมาณสารอินทรียตํ่า ซึ่ง

ไมเพียงพอตอกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแบบเดิมได 
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5.  เทคนิคการศึกษาชุมชนจุลินทรีย 
การศึกษาชุมชนจุลินทรียในธรรมชาติหรือในระบบตางๆ ที่มนุษยสรางขึ้น โดยเฉพาะใน

ระบบบําบัดน้ําเสียจําเปนตองอาศัยเทคนิคที่สามารถตรวจสอบ จัดจําแนก ตลอดจนการนับ

ปริมาณจุลินทรีย เพื่อทราบถึงองคประกอบของโครงสรางชุมชนจุลินทรีย เทคนิคตางๆ ที่มีการ

นํามาใช เชน การเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารที่มีแหลงคารบอนหรือแหลงพลังงานที่แตกตางกัน 

การศึกษาองคประกอบของเบสในดีเอ็นเอ (DNA) การศึกษาองคประกอบของผนังเซลล รวมทั้ง

ขอมูลดานสรีรวิทยาของเซลล โดยเทคนิคเหลานี้ลวนตองการการเพาะเลี้ยงเชื้อและการคัดแยก

แบคทีเรียใหบริสุทธิ จึงเรียกเทคนิคเหลานี้วา “เทคนิคที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ” (Culture 

dependent methods) ตรงกันขามกับ “เทคนิคที่ไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ” (Culture-

independent methods) ซึ่งศึกษาจุลินทรียในสิ่งแวดลอมโดยตรง (in situ) โดยไมพึ่งพาการ

เพาะเลี้ยงเชื้อ (Schramm and Amann. 2000) 

สําหรับระบบบําบัดน้ําเสียนั้นเปนกระบวนการทางชีวภาพที่มีความสําคัญในการกําจัด

มลพิษเพื่อปกปองสิ่งแวดลอมไมใหถูกทําลาย แมวาจะมีการประยุกตใชการบําบัดน้ําเสียทาง

ชีวภาพมานานนับรอยปแลวแตดวยขาดความรูความเขาใจทางดานจุลชีววิทยาของกระบวนการที่

เกิดขึ้นในระบบทําใหถูกเปรียบเทียบวาเปน “กลองดํา” (Black box) (Loy, Daims and Wagner. 

2002) โดยการวิจัยใหความสําคัญเฉพาะดานวิศวกรรมคือการออกแบบและการควบคุมระบบ

เทานั้น แตหลังจากที่มีการประยุกตใชเทคนิคดานชีวโมเลกุลในการศึกษานิเวศวิทยาของจุลินทรีย

ในชวงทศวรรษที่ผานมานี้ ทําใหสามารถเขาใจถึงชนิดและบทบาทของจุลินทรียในการทําหนาที่

บําบัดน้ําเสียไดมากขึ้น 
5.1  เทคนิคที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
การศึกษาจุลินทรียดวยเทคนิคการที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ เชน วิธีนับจํานวน

ที่เปนไปไดทั้งหมดหรือเอ็มพีเอ็น (Most probable number, MPN) วิธีนับจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิต

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Viable plate count) เปนตน ในชวงทศวรรษที่ผานมาพบวาเทคนิคนี้มี

ขอจํากัดหลายประการทั้งในตัววิธีการเองและลักษณะเฉพาะของจุลินทรียแตละชนิด (นุกูล 

อินทระสังขา. 2547) โดยจากการศึกษาเปรียบเทียบการนับจํานวนจุลินทรียโดยตรงดวยกลอง

จุลทรรศนกับวิธีที่ตองมีการเพาะเลี้ยงเชื้อในตัวอยางธรรมชาติ พบวาจํานวนจุลินทรียที่สามารถ

เพาะเลี้ยงหรือเจริญบนอาหารไดมีนอยมาก โดยจุลินทรียสวนใหญในธรรมชาติมีไมถึงรอยละ 1 

เทานั้นที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อได (Amann, Ludwig and Schleifer. 1995) เชน ใน

ตัวอยางน้ําทะเลมีเพียงรอยละ 0.1 (Ferguson, Buckley and Palumbo. 1984) ในน้ําจืดรอยละ 
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0.25 (Jones. 1977) ในดินรอยละ 0.5 (Torsvik et al. 1990) และในสลัดจของระบบบําบัดน้ําเสีย

หากอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเหมาะสมอาจมีประมาณรอยละ 15 (Wagner et al. 1993) 

ปรากฎการณนี้เปนที่ทราบกันดีวาอาจจะเกิดจากสภาวะสําหรับการเจริญของจุลินทรียที่เพาะเลีย้ง

ข้ึนมานั้นไมดีพอสําหรับจุลินทรียสวนใหญ นอกจากนี้แลวในธรรมชาติจริงๆ อาจไมพบแบคทีเรียที่

สามารถเพาะเลี้ยงไดเลย ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียเหลานั้นกําลังเขาสูสภาวะที่เรียกวา Viable-but-

nonculturable (VBNC) โดยเกิดจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมและตัวแบคทีเรียเองที่ไมพรอม

สําหรับการเจริญเติบโต (Roszak and Colwell. 1987) 
5.2  เทคนิคที่ไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
เพื่อแกไขขอจํากัดของเทคนิคที่ตองอาศัยการเลี้ยงเชื้อ ในชวง 15 ปที่ผานมาไดมี

การพัฒนาเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลมาใชในการศึกษาชุมชนจุลินทรียอยางรวดเร็วและ

หลากหลายวิธี โดยไดรับการยอมรับวาเปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการศึกษาประชากรจุลินทรีย

มากกวาวิธีการที่ตองขึ้นอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ เชน เทคนิคการวิเคราะหโครงสรางจุลินทรียโดย

อาศัยขอมูลจาก rRNA (rRNA approach) ซึ่งทําใหสามารถจําแนกและหาปริมาณของแบคทีเรีย

ในธรรมชาติไดโดยใชยีน 16S rRNA เปนยีนเครื่องหมาย (Marker gene) ในการศึกษา เทคนิค 

Microautoradiography (MAR) เทคนิค Immunofluorescence เทคนิค Microarray หรือ DNA 

chip เปนตน (Manz et al. 1994 ; Amann Ludwig and Schleifer. 1995 ; Schramm and 

Amann. 2000) โดยเทคนิคที่ไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อแบงเปนสองประเภทคือ เทคนิคที่

ศึกษาดานองคประกอบหรือโครงสรางของประชากรจุลินทรียที่มีอยูในสิ่งแวดลอมนั้น และเทคนิค

ที่ศึกษาหรือตรวจสอบการแสดงออกของยีนหรือผลผลิตของยีน ปจจุบันไดเลือกโมเลกุล rRNA มา

ใชเปนโมเลกุลเครื่องหมายในการศึกษาและจัดจําแนกสิ่งมีชีวิต โดยในยุคแรกนั้นใชโมเลกุล           

5S rRNA แตเนื่องจากมีขอมูลสําหรับเปรียบเทียบจํากัดภายหลังไดเปลี่ยนเปนโมเลกุล 16S rRNA 

แทน อยางไรก็ตามในอนาคตมีแนวโนมที่จะเปลี่ยนไปใชโมเลกุล 23S rRNA เนื่องจากมี

รายละเอียดของลําดับนิวคลีโอไทดมากกวา สําหรับเหตุผลที่เลือกโมเลกุล rRNA มีหลายประการ

ดวยกัน ไดแก 

5.2.1  พบไรโบโซม และ  rRNA ไดในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และเนื่องจากเปน

โมเลกุลที่มีความสําคัญในการสังเคราะหโปรตีน ดังนั้นสิ่งมีชีวิตจึงมีตนกําเนิดที่เหมือนกันเพื่อ

แสดงหนาที่ไดอยางคงที่ไมเปลี่ยนแปลง นอกจากนี้ยังไมมีการพบการถายโอนยีน (Lateral gene 

transfer) ในโมเลกุลของ rRNA ดวย ดังนั้นจึงคาดวาการสราง Phylogenetic tree ของสิ่งมีชีวิต

นาจะถูกตองที่สุด (Woese. 1987) 
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5.2.2  บางตําแหนงของโมเลกุล rRNA พบวามีการอนุรักษไวเปนอยางดี

แมวาจะผานกระบวนการวิวัฒนาการมาเปนเวลานานก็ตาม ซึ่งบริเวณที่แตกตางกันนี้พบวามี

ความแตกตางกันตั้งแตระดับสปชีสไปจนถึงระดับโดเมน (Woese. 1987) 

5.2.3  เซลลส่ิงมีชีวิตสามารถเพิ่มจํานวนโมเลกุลของ rRNA ไดภายในเซลล 

โดยทั่วไปพบมากกวา 1,000 หนวย บางครั้งอาจพบมากกวา 10,000 หนวย ทําใหงายและไวตอ

การตรวจสอบโมเลกุล rRNA ซึ่งโดยทั่วไปแลวจะใชเทคนิค Fluorescence in situ hybridization 

(FISH) (Amann, Glöckner and Neef. 1997) 

5.2.4  การมีจาํนวนไรโบโซมอยางหนาแนนในเซลลเปนตัวบงชี้อยางดีวา

เซลลกําลงัมีชวีิตอยูและมีกระบวนการเมแทบอลิสมข้ันพืน้ฐานโดยทั่วไป หรืออยางนอยก็อาจจะมี

กระบวนการเมแทบอลิสมบาง ตัวอยางที่เห็นไดชัดเจนคือ เซลลของแบคทีเรีย Escherichia coli ที่

กําลังเจริญเติบโตอยางรวดเร็วพบวาเซลลจะมีความตองการและมีปริมาณไรโบโซมในเซลลสูงกวา

เซลล E.coli ที่กําลังเจริญเติบโตอยางชาๆ (Woese. 1987) 

ปจจุบันมีการหาลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียอยางแพรหลายและ

รวดเร็วซึ่งมีการเผยแพรในฐานขอมูลสาธารณะผานทางอินเตอรเน็ตทําใหสะดวกรวดเร็วใน

การศึกษาวิจัย โดยจากรายงานนับถึงวันที่ 1 กุมภาพันธ 2549 พบวามีขอมูล 16S rDNA อยูใน

ฐานขอมูล Ribosomal Database Project-II (Release 9.32) มากถึง 205,165 sequences 

(Cole et al. 2005) 

6.  เทคนิคดาน 16S rRNA 
เทคนิคดาน 16s rRNA เร่ิมจากการสกัดกรดนิวคลีอิกของตัวอยางออกมาซึ่งอาจจะเปน 

ดีเอ็นเอ (DNA) หรืออารเอ็นเอ (RNA) แลวนํามาเพิ่มจํานวนยีนของ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR 

หรือ RT-PCR แลวทําการเพิ่มจํานวนยีนเหลานั้นที่เรียกวา “Cloning” จะไดเปน 16S rRNA gene 

library เมื่อหาลําดับยีนเหลานั้นและนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลสาธารณะก็จะทราบวา

แบคทีเรียที่พบเปนชนิดหรือกลุมใดบาง สําหรับขอมูลที่ไดนี้สามารถนําไปใชในการออกแบบเปน 

Oligodeoxynucleotide probe ที่มีความจําเพาะกับแบคทีเรียในระดับตางๆ เรียกสั้นๆ วา “ดีเอ็น

เอโพรบ” (DNA probe) ทําใหสามารถนําไปตรวจสอบแบคทีเรียชนิดตางๆ ตามความสนใจใน

แหลงเดิมของตัวอยางนั้นได เรียกการศึกษาแบบนี้วา Full-cycle rRNA approach ดังภาพที่ 6 

ปจจุบันมีการประยุกตใชเทคนิคดาน 16S rRNA ในการวิเคราะหโครงสรางประชากรแบคทีเรียใน

ระบบบําบัดน้ําเสียอยางแพรหลาย (Schramm and Amann. 2000 ; Loy et al. 2002) โดย

สามารถแบงเทคนิคดาน 16S rRNA ออกตามเปาหมายของการศึกษาไดดังนี้คือ การจําแนก
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แบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดแยกได ศึกษาความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรีย และ

การศึกษาดานโครงสรางประชากรแบคทีเรีย 
 

 
 

ภาพที ่6  การใชเทคนิค Full-cycle rRNA approach ในการศึกษาโครงสรางจุลินทรียในธรรมชาต ิ

(ดัดแปลงจาก Amann, Ludwig and Schleifer. 1995) 
 

6.1  การจําแนกเชื้อบรสิุทธิ์ที่คัดแยกได 
แมวาเทคนิคทางชีวโมเลกุลจะชวยใหศึกษาจุลินทรียไดดีแตเทคนิคดั้งเดิมอยางการ

คัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ยังคงมีความสําคัญและจําเปนอยู โดยเฉพาะอยางยิ่งหากตองการศึกษา

กระบวนการเมแทบอลิสมของจุลินทรีย โดยเทคนิคดานชีวโมเลกุลจะเปนสวนชวยสนับสนุน

เทคนิคดั้งเดิมใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นโดยเฉพาะการคัดเลือกเชื้อเบื้องตนและการจัดประเภท

หรือการจําแนกชนิดเชื้อที่คัดแยกได เทคนิคที่นํามาใชเชน เทคนิค RFLP (Restriction fragment 

length polymorphism) และเทคนิค ARDRA (Amplified ribosomal DNA restriction analysis) 

อาจเรียกไดอีกอยางหนึ่งวาเปนเทคนิค “ลายพิมพพันธุกรรม” (Genetic fingerprints) โดยเทคนิค 

RFLP เปนการนําดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตมาตัดเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) จะทําให

ไดชิ้นสวนที่มีขนาดแตกตางกันเมื่อนํามาแยกดวยเทคนิค Pulsed-field gel electrophoresis 

ส่ิงมีชีวิตตางชนิดกันจะมีความยาวของชิ้นดีเอ็นเอแตกตางกันเพราะเกิดจากกลายพันธุของบริเวณ

ตําแหนงตัดของเอนไซม จึงสามารถใชเทคนิค RFLP ในการเปรียบเทียบจุลินทรียที่คัดแยกมาได 

เนื่องจากการศึกษาดวยเทคนิค RFLP นั้นตองทําการตัดชิ้นดีเอ็นเอทั้งจีโนมของสิ่งมีชีวิต ดีเอ็นเอที่

Environmental sample   

rDNA database 

Nucleic acid 
probe 

Community 

rDNA clones 
rDNA fingerprints 

Nucleic acid 

Extraction 

Amplification 

Sequencing 
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จะนํามาทําการศึกษานั้นตองมีความบริสุทธิ์สูง นอกจากนี้เทคนิค RFLP ยังใชเวลามาก และ

ยุงยากในการแยกชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญดวยเทคนิค Pulsed-field gel electrophoresis 

ปจจุบันจึงไดมีการประยุกตใชเทคนิค RFLP กับชิ้นดีเอ็นเอบางสวนของจีโนมเทานั้น เชน เทคนิค 

ARDRA โดยเทคนิคนี้จะทําการเพิ่มจํานวนชิ้นยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR ข้ึนมากอน แลว

นําไปตัดดวยเอนไซม ตัดจํา เพาะ  จากนั้นก็สามารถแยกชิ้นส วนดี เอ็น เอดวยเทคนิค                   

Gel electrophoresis ธรรมดาได โดยรูปแบบของ ARDRA ที่ไดสามารถที่จะเปรียบเทียบรูปแบบ

กับแบคทีเรียสายพันธุอางอิงได ทําใหสามารถวิเคราะหแบคทีเรียไดอยางรวดเร็ว แตอยางไรก็ตาม

เทคนิค ARDRA นี้ตองใชรูปแบบของ ARDRA อางอิงจํานวนมากเพื่อมาเปรียบเทียบกับเชื้อไม

ทราบชนิด (Unknown) ซึ่งปจจุบันยังมีขอมูลนอย (Schramm and Amann. 2000) นอกเหนือจาก

เทคนิค ARDRA แลว เทคนิคอื่นๆ ก็สามารถนํามาใชในการจัดจําแนกจุลินทรียที่สนใจได เชน

เทคนิค DGGE และ FISH ซึ่งจะกลาวถึงตอไป 
6.2  การศึกษาความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงของชุมชนจุลินทรีย 
การศึกษาความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียสามารถทําได

อยางรวดเร็วดวยการใชเทคนิคดานลายพิมพพันธุกรรมที่อาศัย rRNA โดยเริ่มจากการสกัดกรด

นิวคลีอิกอาจเปนดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอจากตัวอยางธรรมชาติออกมา แลวเพิ่มจํานวนบางสวน

ของยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR จากนั้นนําไปแยกชิ้นยีนบนเจล (Gel) ก็จะทําใหไดรูปแบบ

หรือลายพิมพดีเอ็นเอของจุลินทรียในตัวอยาง เทคนิคที่มีการใชคือ เทคนิค DGGE (Denaturing 

gradient gel electrophoresis) และเทคนิค T-RFLP (Terminal restriction fragment length 

polymorphisms) (Schramm and Amann. 2000)  

สําหรับเทคนิค DGGE เปนการอาศัยหลักการที่วาชิ้นดีเอ็นเอที่มีความยาวเทากัน

สามารถแยกออกจากกันไดโดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางกัน โดยทั่วไปจะเพิ่มจํานวนยีน 

16S rRNA เพียงบางสวนยาว 200 ถึง 500 เบสดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่มีเบส GC ยาว 

40 เบสที่ปลาย 5’ ของไพรเมอรเพียงเสนเดียว เมื่อแยกบน Polyacrylamide gel ที่มีความเขมขน

ของสารทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ (ยูเรียและฟอรมาไมด) ยีนที่เพิ่มจํานวนมานี้จะเปลี่ยนสภาพจาก 

ดีเอ็นเอเกลียวสายคูแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวเพียงบางสวนแตไมหลุดจากกัน อยางไรก็ตาม

เทคนิค DGGE มีขอจํากัดหลายประการ เชน ขนาดยีนที่เพิ่มจํานวนขึ้นมานั้นตองไมเกิน 500 เบส

จึงจะสามารถแยกบนเจลได อาจทําใหเมื่อหาลําดับเบสออกมาแลวขอมูลไมเพียงพอสําหรับ

จําแนกชนิดอยางละเอียดได เปนการยากที่จะอธิบายสมมุติฐาน “One band-one species” 

เพราะในชุมชนจุลินทรียที่มีความซับซอนนั้น แบนด (Band) ที่ปรากฏเปนลายพิมพพันธุกรรม
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อาจจะเกิดจากชิ้นยีนเดียวกันหรือตางชิ้นยีนกันก็ได นอกจากนี้ส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันอาจจะเกิด

แบนดข้ึนสองแบนดหรือมากกวาก็ได (Schramm and Amann. 2000) 

สวนเทคนิค T-RFLP เปนการประยุกตใชเทคนิค RFLP ในการศึกษาชุมชนจุลินทรีย 

โดยหลังจากสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางแลว ทําการเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR 

โดยไพรเมอรเสนหนึ่งติดฉลากดวยสารเรืองแสง จากนั้นนํา PCR product ไปตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะแลวแยกดวยเทคนิค Gel electrophoresis ซึ่งอาศัยเครื่อง Automated sequencer ใน

การอานปริมาณสารเรืองแสงที่ติดอยูบนชิ้นยีนที่ถูกตัด (Schramm and Amann. 2000) 
6.3  การศึกษาโครงสรางชุมชนจลุินทรีย 
การศึกษาโครงสรางชุมชนจุลินทรียเปนการศึกษาสองพารามิเตอรหลักคือ ชนิดของ

จุลินทรีย และความหนาแนนหรือปริมาณของจุลินทรียที่พบ เมื่อเทคนิคดานลายพิมพดีเอ็นเอและ

การเพาะเลี้ยงเชื้อไมสามารถศึกษาชุมชนจุลินทรียที่ซับซอนในตัวอยางธรรมชาติได เทคนิค         

in situ hybridization โดยใชดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะกับ rRNA จึงถูกพัฒนาขึ้น (Amann, Ludwig 

and Schleifer. 1995) โดยทั่วไปดีเอ็นเอโพรบจะเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวมีความยาวประมาณ 15-25 

นิวคลีโอไทด ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสีหรือสารเรืองแสง (Fluorochrome) (Schramm 

and Amann. 2000) หากดีเอ็นเอโพรบติดฉลากดวยสารเรืองแสงก็จะเรียกวาเทคนิค 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) หลักการของเทคนิค FISH ดังแสดงในภาพที่ 7 

7.  งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
7.1  แบคทีเรียไนตริไฟอิง   
จากการศึกษาที่อาศัยเทคนิคการแยกเชื้อบนอาหารในตัวอยางจากระบบเอเอส

หลายแหงพบวา Nitrosomonas และ Nitrobacter เปนแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญตอ

กระบวนการไนตริฟเคชันในระบบบําบัดน้ําเสีย (Henze et al. 1997) แตตอมา Hovanec และ 

DeLong (1996) ไดใชเทคนิค Dot blot hybridization เพื่อหาจํานวนของแบคทีเรียไนตริไฟอิงใน

เมือกจุลินทรียจากตูปลาพบวาตรวจไมพบแบคทีเรียในจีนัส Nitrobacter เลย นอกจากนี้จาก

การศึกษาของ Wagner และคณะ (1996) ไดใชเทคนิค FISH ตรวจสอบ Nitrobacter ในตะกอน  

จุลินทรียในระบบเอเอสดวยดีเอ็นโพรบที่มีเปาหมายจําเพาะกับ Nitrobacter ก็ตรวจไมพบ  

Nitrobacter เชนเดียวกัน จากผลการศึกษานี้จึงทําใหมีการตั้งสมมุติฐาน วาในระบบบําบัดน้ําเสีย

อาจจะมี NOB ชนิดอื่นที่มีบทบาทตอกระบวนการไนตริฟเคชันก็ได 
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ภาพที ่7  หลักการของเทคนคิ FISH ดีเอ็นเอโพรบที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงจะเขาไปจับกับ 

rRNA ที่อยูในเซลลแบคทีเรียทําใหมองเหน็เซลลเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 

Epifluorescence 

 

ปจจุบันสมมุติฐานดังกลาวไดรับการยืนยันแลว หลังจากมีการศึกษาจุลินทรียดวย

เทคนิคดาน rRNA ในถังปฏิกรณที่บําบัดไนไตรทในหองปฏิบัติการ พบวาแบคทีเรียที่พบในถัง

ดังกลาวเปนแบคทีเรียในจีนัส Nitrospira (Burrell, Keller and Blackall. 1998) ซึ่งจากการศึกษา

ในเวลาตอมาดวยเทคนิค Dot blot hybridization (Hovanec et al. 1998) และเทคนิค FISH 

(Juretschko et al. 1998) ก็พบเหมือนเดิมวามี Nitrospira เปนกลุมเดน อยางไรก็ตามในตัวอยาง

เดียวกันนี้ แมวาจะมีการใชเทคนิค FISH แลวตรวจสอบ Nitrobacter ไมพบ แตหากนํามาแยกเชื้อ

บนอาหารก็จะพบ Nitrobacter (Juretschko et al. 1998) และถึงแมวาจะมีความพยายามในการ

แยกเชื้อ Nitrospira ใหบริสุทธิ์ แตก็ไมประสบความสําเร็จ (Juretschko et al. 1998) ทําใหไม

สามารถศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของ Nitrospira ไดมากนัก หลักฐานที่ยืนยันวา Nitrospira เปน

ตัวออกซิไดสไนไตรทเปนไนเตรทคือการศึกษาดวยเทคนิค Full-cycle 16S rRNA approach และ

เทคนิค Microautoradiography-fluorescence in situ hybridization (FISH/MAR) (Daims. 

2001) 

เปนที่ยอมรับวาในระบบบําบัดน้ําเสียนั้น Nitrospira มีบทบาทในการออกซิไดส   

ไนไตรทมากกวา Nitrobacter ในบางระบบอาจจะพบเฉพาะ Nitrospira เทานั้น (Burrell, Keller 

ตรึงเซลล (Fixation) 
เปาหมาย (rRNA) 

T-A-C-G-T-C-G-T-A-G-C-T-A-T-A

G-A-U-G-C-A-G-C-A-U-C-G-A-U-A-U-U
|    |    |    |    |    |    |    |    |    |    |    |    |    |    | 

สารเรืองแสง 

 
ribosome 

Hybridization 
การลาง 

ตัวอยางแบคทีเรีย 

ดีเอ็นเอโพรบ 

ดีเอ็นเอโพรบ 
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and Blackall. 1998) แตบางระบบก็พบ Nitrobacter แตก็พบนอยมาก (Chanyarat Paungfoo. 

2003) สวน AOB นั้นบางครั้งพบวาแบคทีเรียในจีนัส Nitrosospira เปนกลุมเดนกวา 

Nitrosomonas ทั้งที่กอนหนานี้มักจะพบวา Nitrosomonas เปน AOB ที่มีบทบาทมากกวา 

(Coskuner and Curtis. 2002) สําหรับเหตุผลที่พบ Nitrospira เปนกลุมเดนมากกวา Nitrobacter 

นั้นเนื่องจากวิธีการในการกินอาหารที่แตกตางกันของแบคทีเรียทั้งสองกลุม อาจอธิบายไดโดย

สมมุติฐาน K และ R strategy โดย Nitrospira นั้นเปนกลุมที่เจริญเติบโตชา สามารถปรับตัวกับ

ปริมาณไนไตรทและออกซิเจนที่มีอยูอยางจํากัดไดดี (K-strategist) ตรงกันขามกับ Nitrobacter ที่

เจริญเติบโตไดเร็ว (R-strategist) (Schramm et al. 1999) ดังนั้นหากปริมาณไนไตรทในระบบต่ํา 

Nitrospira  ก็จะเดนกวา Nitrobacter 

สําหรับในน้ําทิ้งที่มีความเค็มมีการศึกษาแบคทีเรียไนตริไฟอิงในระบบบําบัดแบบ

เอสบีอารในระดับหองปฏิบัติการโดยการใชเทคนิคทางดาน 16S rRNA พบ Nitrosomonas 

nitrosa และ Nitrosomonas communis เปนกลุมเดนของ AOB สวน NOB นั้นไมพบ Nitrospira 

แตพบ Nitrobacter เพียงเล็กนอยเทานั้น โดยพบแบคทีเรียกลุมหนึ่งที่เปนกลุมเดนอยูใน 

Alphaproteobacteria ซึ่งมีลําดับของยีนไมตรงกับเชื้อใดในฐานขอมูล จึงสันนิษฐานไดวาอาจจะ

เปนเชื้อ NOB ชนิดใหม (Chanyarat Paungfoo. 2003) 
7.2  แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 
ในอดีตการนับจํานวนและจําแนกชนิดแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระบบบําบัดน้ําเสีย

โดยอาศัยเทคนิคที่ข้ึนกับการเพาะเลี้ยงเชื้อ มักจะพบวาแบคทีเรียที่นาจะมีสวนเกี่ยวของกับ

กระบวนการดีไนตริฟเคชันหรือเปนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงคือจีนัส Alcaligenes, Pseudomonas, 

Methylobacterium, Bacillus, Paracoccus และ Hyphomicrobium (Wagner et al., 2002) แต

อยางไรก็ตามยังขาดขอมูลที่จะยืนยันวาแบคทีเรียดังที่กลาวมานี้เปนแบคทีเรียที่มีบทบาทจริง

หรือไมในกระบวนการบําบัดน้ําเสีย Neef และคณะ (1996) ไดใชเทคนิค FISH ศึกษาแบคทีเรีย   

ดีไนตริไฟอิงในระบบบําบัดแบบทรายกรองพบวาถังที่เติมเมทานอลเปนแหลงคารบอนพบ

แบคทีเรีย Paracoccus spp. และ Hyphomicrobium spp. เปนกลุมเดน ตรงขามกับอีกถังที่ไมได

เติมเมทานอลซึ่งพบแบคทีเรียทั้งสองจีนัสนี้ไมถึงรอยละ 0.1 ของปริมาณเซลลทั้งหมดเทานั้น ซึ่งก็

ยืนยันไดระดับหนึ่งวาแบคทีเรียทั้งสองจีนัสเกี่ยวของและมีบทบาทในการรีดิวซไนเตรทใน

กระบวนการบําบัดน้ําเสีย แตจากตรวจสอบดวยเทคนิค Full-cycle rRNA approach ในระบบ

บําบัดน้ําเสียที่บําบัดน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมพบวาจีนัส Azoarcus, Thauera และ 

Zoogloea นาจะเปนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงเนื่องจากมีจํานวนมากในระบบ (Juretschko et al. 
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2002) สอดคลองกับการศึกษาของ Thomsen และคณะ (2004) ที่รายงานวาพบจีนัส Thauera 

และ Zoogloea เปนกลุมเดน สวนในระบบบําบัดน้ําเสียที่บําบัดน้ําทิ้งจากชุมชนกลับพบวาจีนัส 

Aquaspirillum เปนกลุมเดนโดยมีมากถึงรอยละ 30 ของแบคทีเรียทั้งหมด (Thomsen et al. 

2004) 

สําหรับแบคทีเรียในจีนัส Aquaspirillum นั้นพบวาเปนแบคทีเรียกลุมหลักของ  

Betaproteobacteria ที่เปนตนเหตุในการทําใหเกิดโฟม (Foaming) (Nielsen et al. 2004) สวน

จีนัส Thauera และ Zoogloea นั้นพบวาเปนสาเหตุที่ทําใหมีปริมาณโพลิเมอรในน้ําสูงขึ้นจนมีผล

ตอการตกตะกอนและเปลี่ยนถายน้ําในระบบ (Lajoie et al. 2000) ลาสุดมีการใชเทคนิค Stable-

isotope probing (SIP) รวมกับเทคนิค Full-cycle rRNA approach ทําใหไดหลักฐานที่ยืนยันได

วาแบคทีเรียในกลุม Methylobacillus และ Methylophilus อยูในกลุมของ Betaproteobacteria 

เปนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอารใน

ระดับหองปฏิบัติการ (Ginige et al. 2004) ดังนั้นจะเห็นวาการประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล

รวมทั้งเทคนิคอื่นๆ ชวยใหมีการตรวจสอบแบคทีเรียที่มีบทบาทและหนาที่ในสิ่งแวดลอมจริงๆ ได

อยางถูกตองแมนยํา 

สําหรับในน้ําทิ้งที่มีความเค็มนั้นมีการศึกษาจุลินทรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการ    

ดีไนตริฟเคชัน โดยทดลองบําบัดน้ําทิ้งที่มีไนเตรทเขมขนประมาณ 8,800 มิลลิกรัม/ลิตร ความเค็ม

สูงถึงรอยละ 5.5 ซึ่งมีแหลงกําเนิดมาจากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีโลหะหนักปนเปอน ใชกรด      

อะซิติกเปนแหลงคารบอน จากนั้นใชเทคนิค DGGE ตรวจสอบจุลินทรียในระบบซึ่งมีประสิทธิภาพ

การบําบัดทั้งไนไตรทและไนเตรทมากถึงรอยละ 97 ก็พบวาเปนแบคทีเรียกลุม Halomonadaceae 

ซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุม Gammaproteobacteria (Yoshie et al. 2001) ตอมาก็มีการออกแบบ   

ดีเอ็นเอโพรบสําหรับตรวจสอบแบคทีเรียกลุมดังกลาวนี้ใหจําเพาะลงไปอีกโดยใชเทคนิค FISH 

แลวนําไปตรวจสอบในระบบดังกลาวอีกครั้งก็พบวาแบคทีเรียจีนัส Halomonas เปนกลุมเดน

มากกวา Pseudomanas spp. และ Colwellia spp. (Yoshie et al. 2004) 

การศึกษาแบคทีเรียที่มีบทบาทในกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันใน

กระบวนการบําบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็ม ในระยะแรกเริ่มไดมีการใชระบบเอสบีอารบําบัดแอมโมเนีย

ในน้ําทิ้งที่มีความเค็มรอยละ 2.5 เพื่อศึกษากลุมแบคทีเรียไนตริไฟอิงโดยใชเชื้อเร่ิมตนจาก

ผลิตภัณฑทางการคาและจากแหลงธรรมชาติ (Chanyarat Puangfoo. 2003 ; ดอกรัก ชัยสาร. 

2545) ขณะเดียวกันไดใชระบบเอสบีอารศึกษาการบําบัดไนเตรทโดยอาศัยกลุมแบคทีเรียดีไนตริ

ไฟอิง (กวีศักดิ์ สมจิตร. 2545) ตอมาไดมีการเชื่อมตอระบบทั้งสองเขาดวยกันโดยนําน้ําทิ้งที่ผาน
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การบําบัดจากถัง NSBR ซึ่งมีไนเตรทสูงเปนอาหารสําหรับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงโดยเติมใหกับถัง 

DSBR พรอมทั้งเติมเมทานอลเพื่อเปนแหลงคารบอนทําใหเกิดการบําบัดไนโตรเจนอยางสมบูรณ 

เรียกระบบดังกลาววา “ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน” (พีระศักดิ์ ศิริวัฒน. 2546) แมวาใน

ชวงแรกของการเชื่อมตอระบบเขาดวยกันจะมีประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทต่ํา แตภายหลังได

มีการปรับอัตราสวนของเมทานอลและปริมาณของแรธาตุที่จําเปนสําหรับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง

ใหม จึงทําใหมีระบบมีการบําบัดไนเตรทอยางมีประสิทธิภาพ จึงทําใหสามารถบําบัดสารอนินทรีย

ไนโตรเจนไดอยางสมบูรณ (นุกูล อินทระสังขา และคณะ. 2547) 

การศึกษาโครงสรางประชากรแบคทีเรียในระบบดังกลาวก็จะทําใหทราบคําตอบวา

ประชากรแบคทีเรียในระบบที่มีกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็ม

ประกอบไปดวยแบคทีเรียกลุมใดบาง ซึ่งมีประโยชนสําหรับการออกแบบและควบคุมระบบบําบัด

น้ําเสียใหสามารถบําบัดไนโตรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ ขอมูลที่ไดยังสามารถนําไปใชออกแบบ

เปนเครื่องหมายติดตามทางชีวภาพเพื่อใชตรวจสอบติดตามกลุมเชื้อดังกลาว แมวาปจจุบันจะมี

ระบบบําบัดน้ําทิ้งที่สามารถบําบัดไดทั้งแอมโมเนียและไนเตรทไดในถังเดียวกันก็ตาม แตการแยก

กระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันออกจากกันเปนสองระบบนี้ก็เพื่อสรางสภาวะจําเพาะ

สําหรับเชื้อแตละกลุมทําใหสามารถศึกษารายละเอียดทางนิเวศวิทยาของจุลินทรียที่เกี่ยวของได

อยางสะดวก ตลอดจนสามารถนํากลุมเชื้อที่ไดไปทําการเพาะขยายเพื่อนําไปประยุกตใชใน

ส่ิงแวดลอมจริงดวย 

 



บทที่ 3 
วีธีดําเนินการวิจัย 

1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
1.1  การติดต้ังระบบเอสบีอาร 

1.1.1  ถังปฏิกริิยาทาํจากพลาสติกอะคริลิคทรงกระบอก สูง 13.19 นิว้ เสน

ผานศนูยกลาง 5.28 นิ้ว 

1.1.2  Peristaltic pump (Watson Marlow 505S, UK) 

1.1.3  เครื่องกวนแมเหลก็ (Cerastir, Clifton, UK) 

1.1.4  วาลวโซลีนอยด (Solenoid valve) 

1.1.5  หัวทราย (Air diffuser) 

1.1.6  เครื่องเติมอากาศ (Air pump) 

1.1.7  เครื่องตั้งเวลาอัตโนมัติ (Timer) 

1.1.8  ตูเยน็  
1.2  การศึกษาทางจุลชีววิทยา 

1.2.1  Ultrasonicator (Kubota, Insonator 201M, Japan) 

1.2.2  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath) (Optima, WB-710M, USA) 

1.2.3  ตูบมเชือ้ (Incubator) (WTB binder, Germany) 

1.2.4  ตูบมควบคุมอุณหภมูิ (Hybridiser HB-1D, UK) 

1.2.5  กลองจลุทรรศนแบบ Epifluorescence (Olympus, BX51, Japan) 

พรอมกลองถายภาพแบบ CCD (Olympus DP50, Japan) 

1.2.6  สไลดเคลือบ Teflon 

1.2.7  หลอดฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร 

1.3.8  Micropipetter  

1.3.9  Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700) 

1.3.10  UV trans-illuminator (Bio-Rad, USA) 

1.3.11  pH meter (Sartorius, PP50, Germany) 

1.3.12  Centrifuge (Jouan, B4i, Germany) 

1.3.13  Gel electrophoresis system (Maxicell Primo, EC340, USA) 

1.3.14  Laminar air flow (Faster, BHA48, Italy) 
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1.3  การวิเคราะหคุณภาพน้ํา 
1.3.1  เครื่อง Spectroquant NOVA 60 (Merck Ltd., Germany) 

1.3.2  เครื่องวดัคุณภาพน้ําแบบหลายพารามิเตอร  (YSI-650MDS, 

Germany) 

1.3.3  Cadmium-Copper reduction column 

1.3.4  เครื่องสูบสุญญากาศ 

1.3.5  เยื่อกรองใยแกว (GF/C) (Whatman) 

1.3.6  บีกเกอร 

1.3.7  ขวดวัดปริมาตร 

1.3.8  เครื่องวดัคาพีเอช (pH meter) 

2.  วัสดุ 
2.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.1.1  อาหาร Alexander and Clark’s medium  
ประกอบดวย KNO2 0.006 กรัม/ลิตร K2HPO4 1 กรัม/ลิตร NaCl 0.3 กรัม/

ลิตร MgSO4.7H2O 0.1 กรัม/ลิตร FeSO4.7H2O 0.03 กรัม/ลิตร CaCO3 1 กรัม/ลิตร CaCl2 0.3 

กรัม/ลิตร (Alexander and Clark. 1965) 
2.1.2  อาหาร Watson’s medium 
ประกอบดวย(NH4)2SO4 1.5 กรัม/ลิตร MgSO4.7H2O 0.2 กรัม/ลิตร CaCl2 

0.02 กรัม/ลิตร K2HPO4 0.114 กรัม/ลิตร Fe-EDTA (ละลาย FeSO4.7H2O 77 มิลลิกรัมและ 

NaEDTA 103 มิลลิกรัมในน้ํา 50 มิลลิลิตร) 1 มิลลิลิตร/ลิตร Na2MoO4.H2O 1 ไมโครกรัม/ลิตร 

MnCl2.4H2O 2 ไมโครกรัม/ลิตร CoCl2.6H2O 2 ไมโครกรัม/ลิตร CuSO4.5H2O 20 ไมโครกรัม/ลิตร 

ZnSO4.7H2O 100 ไมโครกรัม/ลิตร CaCO3 2 กรัม/ลิตร และ Phenol red 0.5 กรัม/ลิตร (Jones 

and Hood. 1980) 
2.1.3  น้ําทะเลเทียม 
ประกอบดวย MgCl2.7H2O 5 กรัม/ลิตร CaCl2 1 กรัม/ลิตร KCl 1 กรัม/ลิตร 

และ NaCl 25 กรัม/ลิตร (Stephen et al. 1996) 
2.1.4  อาหาร Saline DB 
ประกอบดวย KNO3 0.772 กรัม/ลิตร KH2PO4 1.5 กรัม/ลิตร NaHCO3 1 กรัม/

ลิตร MgSO4.7H2O 0.2 กรัม/ลิตร NaCl 25 กรัม/ลิตร Methanol 2.7 มิลลิลิตร/ลิตร และ

สารละลาย Trace element 1 (ตารางที่ 3) 1 มิลลิลิตร/ลิตร 
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2.2  กลาเชื้อ 
กลาเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนไดมาจากหลายแหลงไดแก น้ําและดินจากบอเพาะเลี้ยงกุง

ทะเล ผลิตภัณฑจุลินทรียทางการคาสําหรับใชในการเพาะเลี้ยงกุงทะเล และตะกอนจุลินทรียหรือ

สลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานแปรรูปอาหารทะเลในเขตจังหวัดสงขลา โดยมีการ

คัดเลือกเชื้อแลวใชเปนหัวเชื้อต้ังตนในการดําเนินระบบมานานกวา 4 ป 
2.3  น้ําเสียสงัเคราะหสําหรับระบบเอสบีอาร 

2.3.1  น้ําเสียสําหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียไนตริไฟอิง  
น้ําเสียสังเคราะหเรียกวา ASW (Artificial saline wastewater) มีความเขมขน

ของแอมโมเนียม-ไนโตรเจน (NH4
+-N) ประมาณ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ที่ระดับความเค็ม 25 พีพีที 

(2.5% NaCl) (ดัดแปลงจาก Liu et al. 2000) ประกอบดวย (NH4)2SO4 0.5 กรัม/ลิตร KH2PO4 1 

กรัม/ลิตร NaHCO3 0.5 กรัม/ลิตร MgSO4.7H2O 0.2 กรัม/ลิตร NaHPO4.2H2O 2 กรัม/ลิตร เกลือ

ทะเล 25 กรัม/ลิตร และสารละลาย Trace element 2 (ตารางที่ 3) 1  มิลลิลิตร/ลิตร 
2.3.2  น้ําเสียสังเคราะหสําหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 
ใชน้ําทิ้ง ASW ที่ผานการบําบัดโดยแบคทีเรียไนตริไฟอิงซึ่งมีไนเตรทมาเปน

อาหารสําหรบเพาะเลี้ยงแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง โดยมีการเติมเมทานอลเพื่อเปนแหลงคารบอน 

อัตราสวนระหวางเมทานอลตอไนเตรท (Methanol/NO3
--N; M/N) เทากับ 3 (น้ําหนัก/น้ําหนัก) 

2.3.3  สารละลาย Trace element 
สารละลาย Trace element ดัดแปลงจาก Liu และคณะ (2000) และ Labbé 

และคณะ (2003) องคประกอบดังแสดงในตารางที่ 3 
 

ตารางที ่3  องคประกอบของสารละลาย Trace element 

 

Components Trace element solution 1 (g/l) Trace element solution 2 (g/l) 

FeSO4.7H2O 0.911 1.882 

ZnSO4.7H2O - 0.043 

CuSO4.5H2O - 0.043 

MnSO4.H2O 0.239 0.539 

NaMoO4.2H2O - 0.500 
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3.  วิธีการทดลอง 
3.1  การติดต้ังและดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 
ใชระบบจําลองการบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอารระดับหองปฏิบัติการ ซึ่งดําเนินการ

ทดลองตอจากงานวิจัยของ นุกูล อินทระสังขา และคณะ (2004) โดยมีการดัดแปลงระบบจากเดิม

เล็กนอย เรียกวา “ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน” ใชถังปฏิกรณสองถังตอกันแบบอนุกรม ถัง

แรกเปนถังเติมอากาศเพื่อใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันโดยอาศัยการทํางานของแบคทีเรีย     

ไนตริไฟอิงเรียกวา “NSBR” (Nitrifying SBR) สวนถังที่สองเปนถังไมเติมอากาศเพื่อใหเกิด

กระบวนการดีไนตริฟเคชันโดยอาศัยการทํางานของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงเรียกวา “DSBR” 

(Denitrifying SBR) ถัง NSBR ปอนดวยน้ําเสีย ASW น้ําเสียที่ผานการบําบัดจากถัง NSBR จะถูก

สงตอใหกับถัง DSBR เพื่อบําบัดไนเตรทใหสมบูรณ ซึ่งเติมเมทานอลดวยการตอเขากับทอน้ําทิ้งที่

ผานการบําบัดจากถัง NSBR กอนเขาถัง DSBR แบบตัวที (T-connection) (ภาพที่ 8) เพื่อใหมี

การผสมเปนเนื้อเดียวกัน ปริมาตรทํางานทั้งสองถังเทากับ 3 ลิตร ทดลองที่อุณหภูมิหอง 25-30 

องศาเซลเซียส อายุตะกอน (Sludge retention time ; SRT) เทากับ 60 วัน คาระยะเวลากักน้ํา 

(Hydraulic retention time ; HRT) เทากับ 1.75 วัน 
 

 
 

ภาพที ่8  แผนผังระบบเอสบอีารแบบสองขั้นตอน 

 

รอบการทํางานของการระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนเทากับ 12 ชั่วโมง ควบคุม

การทํางานดวยเครื่องควบคุมเวลาอัตโนมัติ รายละเอียดระยะเวลาการทํางานของระบบดังแสดง

  
  NSBR DSBR 

หัวจายอากาศ 
P P 

เครื่องกวน 

S หมายถึงจุดเก็บน้ําตัวอยาง และ P หมายถึงปม 

เมทานอล 

ถังเกบ็น้ําที่ผาน

การบําบัด 

S S 
ถังเกบ็น้ําเสีย 

เขาสูระบบ 
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ในตารางที่ 4 โดยในถัง DSBR มีการเติมอากาศ 1 นาทีกอนตกตะกอนเพื่อใหมีการตกตะกอนไดดี

ข้ึน และในนาทีสุดทายของการตกตะกอนจะเปนการปลอยน้ําเสียที่ผานการบําบัดแลว โดยใช

วาลวโซลีนอยดและปมปแบบลูกคลื่นควบคุมการเขาออกของน้ําทิ้ง หุมถังปฏิกิริยาทั้งสองดวย

อะลูมิเนียมฟอยล (Aluminium foil) เพื่อปองกันการเจริญของสาหรายสังเคราะหแสง (ภาพที่ 9) 

 

 
 

ภาพที ่9  ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่ใชในการศึกษา 

 

ตารางที่ 4  ระยะเวลาการทาํงานของระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนใน 1 รอบการทํางาน 

 

ลําดับขัน้ตอนการทาํงาน NSBR DSBR 

เติมน้ําเสยีเขาสูระบบ 10 นาท ี 10 นาท ี

กวน (Anoxic) - 10 ชั่วโมง 

เติมออกซิเจน (Aeration) 10 ชั่วโมง 1 นาท ี

ตกตะกอนและปลอยน้าํทิง้ 1 ชั่วโมง 50 นาท ี 1 ชั่วโมง 49 นาท ี

 
3.2  การวิเคราะหตัวอยางน้ําทางเคมี 
หาปริมาณแอมโมเนียและไนไตรทโดยใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Ammonium test 

และ Nitrite test ที่ใชรวมกับเครื่อง Spectroquant NOVA 60 (Merck Ltd., Germany) วิเคราะห

หาปริมาณไนเตรทดวยวิธีการรีดิวซดวยแคดเมียม (Cadmium copper reduction method) 
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รวมกับการใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Nitrite test ที่ใชรวมกับ Spectroquant NOVA 60 (Merck Ltd 

Co, Germany) ตามวิธีของ นิแอ นิฮะ และคณะ (2547) และหาปริมาณของแข็งแขวนลอยระเหย

งาย (Mixed liquor volatile suspended solids, MLVSS) ตามวิธีมาตรฐาน (APHA. 1992) 
3.3  การศึกษาทางจุลชีววิทยา 
เก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียจาก NSBR และ DSBR ในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพ

ในการบําบัดคงที่ นําไปตรวจสอบปริมาณแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

ตามวิธีการขอ 3.3.2 ทําการตรวจสอบโครงสรางประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA Clone 

library และเทคนิค FISH ตามวิธีการขอ 3.3.3 และ 3.3.4 ตามลําดับ 
3.3.1  การศกึษาลักษณะทางกายภาพของตะกอนจุลินทรีย 
ศึกษาลักษณะทางกายภาพของลักษณะตะกอนจุลินทรียในถังทั้งสองโดยใช

กลองจุลทรรศน (Olympus BX51, Japan) ถายภาพดวยกลองถายภาพแบบ CCD (Olympus 

DP50, Japan) และโปรแกรมบันทึกภาพ Viewfinder Lite (Olympus, Japan) 
3.3.2  การนบัจํานวนแบคทีเรียดวยเทคนิค MPN (Most probable 

number) 
3.3.2.1  การนับจํานวนแบคทีเรียไนตริไฟอิง  นับจํานวน

แบคทีเรียไนตริไฟอิงในถัง NSBR ดวยเทคนิคเอ็มพีเอ็นแบบไมโครเทคนิค (Rowe, Todd and 

Waide. 1977) ใชอาหาร Watson’s medium (Jones and Hood. 1980) สําหรับ AOB และ

อาหาร Alexander and Clark’s medium (Alexander and Clark. 1965) สําหรับ NOB โดยเติม

อาหารลงใน Microtiter plate ทั้ง 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร เจือจางตัวอยาง 5 มิลลิลิตรในน้ํา

ทะเลสังเคราะห 45 มิลลิลิตร แลวดูดใสใน Microtiter plates ที่เติมอาหารแลวแถว A ถึง H หลุมๆ 

ละ 100 ไมโครลิตร เจือจางตัวอยาง 2 เทาจากแถว A1 ไปจนถึง A12 และทําเชนกันนี้ในแถว B-H 

ปดฝาแลวนําไปบมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 21 วัน สําหรับ AOB ทดสอบการออกซิไดส

แอมโมเนียเปนไนไตรทดวยสารละลาย Diphenylamine สวน NOB ทดสอบการออกซิไดสไนไตรท

เปนไนเตรทดวยสารละลาย Griess-Ilosvay  การบันทึกคาใหแถวที่มีหลุมผลบวกครบทั้งแถว A 

ถึง H ที่มีความเจือจางนอยที่สุดเปน P1 แถวถัดไปเปน P2 และ P3 ตามลําดับ นําคาไปเทียบกับ

ตารางเพื่อคํานวณหาคาเอ็มพีเอ็น (ภาคผนวก ก) 

3.3.2.1  การนับจํานวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  นับจํานวน

แบคทีเรียดีไนตริไฟอิงคือ NRB (Nitrate reducing bacteria) และ DB (Denitrifying bacteria) ใน

ถัง DSBR ดวยเทคนิคเอ็มพีเอ็นแบบไมโครเทคนิคโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Soto และคณะ 

(2002) โดยใชอาหาร Saline DB  และทําเชนเดียวกับการนับจํานวนแบคทีเรียไนตริไฟอิง แตบม
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เพียง 14 วัน สวนการเช็คผลทดสอบการเหลืออยูของไนไตรทและ     ไนเตรทดวยสารละลาย 

Griess-Ilosvay (Alexander and Clark. 1965) และสารละลาย  Morgan  
3.3.3  การศกึษาโครงสรางแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone 

library 
3.3.3.1  การสกัดดีเอ็นเอ  ทําตามวิธีการของ Burrell และคณะ 

(1998) วิธีการโดยยอคือนําตัวอยาง 2 มิลลิลิตรมาปนตกตะกอนเซลล 12,000 x g เปนเวลา 10 

นาที ละลายตะกอนเซลลใน Saline-EDTA (150 mM NaCl, 100 mM EDTA , pH 8.0) 500 

ไมโครลิตร เติม Lysozyme (100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ที่เตรียมใหม 20 ไมโครลิตรผสมใหเขากัน

แลวบมที่ 37  องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง แชแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 

และละลายน้ําแข็งที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 3 นาทีอยางรวดเร็วจํานวน 4 รอบ (Freeze and 

thaw) เติม Sodium dodecyl sulfate (รอยละ 25 w/v) 100 ไมโครลิตรและ Proteinase K (รอย

ละ 2 w/v) 50 ไมโครลิตรแลวบมที่อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส จากนั้นสกัดดวยวิธี Phenol-

chloroform extraction ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Sodium acetate (3 M) 0.12 ml และเอทานอล 1 

มิลลิลิตรบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส คางคืน ตกตะกอน 12,000 x g อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวลางดีเอ็นเอดวยเอทานอล (รอยละ 70) ละลายตะกอน DNA ใน

น้ําบริสุทธิ์ กําจัดอารเอ็นเอดวยเอนไซม RNase (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ตรวจสอบคุณภาพและ

ปริมาณดวยเทคนิค Electrophoresis โดยใช Agarose gel รอยละ 1 ใน Tris-acetate (TAE; 0.04 

M Tris-acetate, 0.001 M EDTA) ยอมดวย Ethidium bromide แลวตรวจสอบดวยเครื่อง UV 

trans-illuminator 

3.3.3.2 การเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA เพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA 

จากดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร 27f และ 1492r 

(Lane. 1991) ใช DNA ตนแบบ 10-100 นาโนกรัม MgCl2 1.5 มิลลิโมลาร dNTPs 200 ไมโคร   

โมลาร ไพรเมอร  0.45 ไมโครโมลาร และเอนไซม Taq DNA polymerase 1 ยูนิต โดยใชเครื่อง 

Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700) ดวยรอบการทํางาน (Cycle) 30 รอบ  แตละ 

Cycle ประกอบไปดวย Denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที Annealing 48 องศาเซลเซียส 1 

นาที Elongation 72 องศาเซลเซียส 2 นาที โดยรอบสุดทายเพิ่ม Elongation 72 องศาเซลเซียส 

เปน 5 นาที (Burrell, Keller and Blackall. 1998) ตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยเทคนิค 

Agarose gel electrophoresis ทําความสะอาด PCR product ดวยชุด QIAquick PCR 

Purification Kit (USA) ตามวิธีการของคูมือผลิตภัณฑ 
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3.3.3.3  การโคลนยนี 16S rRNA โคลนยีนดวยชดุ TOPO TA 

Cloning kit (Invitrogen, USA) โดยนาํ PCR product ที่ไดจากขอ 3.3.3.2 มาเชื่อมตอเขาพลาส

มิด pCR®2.1 TOPO® จากนัน้เคลื่อนยาย (Transformation) เขาใน Competent cell แลว 

Spread บนอาหารแข็ง LB (Luria-Bertani) ที่มี X-Gal (5-brom-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside) และ Ampicillin (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18 ชั่วโมง เลือกโคโลนทีี่มีสีขาวหรือม ีInsert gene เก็บในอาหาร LB 

ที่ม ี glycerol รอยละ 20 ที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซยีส สวนหนึ่งนําไป Lysis โดยใหความรอนที่

อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที แลวตรวจสอบดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร M13 

Forward และ M13 reverse ตัด Clone ทีม่ีขนาดของ Insert gene ตํ่ากวา 1,500 bp ออกไป 
3.3.3.4  การจัดกลุมโคลนดวยเทคนิค REA (Restriction 

enzymes analysis)  นํา PCR product ที่ไดจากขอ 3.3.3.4 มาตัดชิ้นยีนโดยใชเอนไซมตัด

จําเพาะ HinP1I และ Msp1 (BioLabs) ตามวิธีการของคูมือผลิตภัณฑ ตรวจสอบ PCR product 

ที่ถูกตัดดวยเอนไซมโดยใชเทคนิค Electrophoresis ดวย Agarose gel รอยละ 3 (Sambrook. 

2001) แลวจัดกลุม Clone ที่มีรูปแบบเหมือนกันใหเปน Operational taxonomic units (OTUs) 

เดียวกัน จากนั้นทําการเลือกตัวอยาง Clone ในแตละ OTU เพื่อเปนตัวแทนสําหรับนําไปหาลําดับ

เบสของยีนตอไป 

3.3.3.5  การหาลําดับเบสยีน 16S rRNA  หาลําดับเบสของยีน 

16S rRNA เพียงบางสวน (Partial sequencing) โดยเพิ่มจํานวนยีนของตัวแทนแตละ OTU ดวย

เทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร M13 forward และ M13 reverse ทําความสะอาด PCR product 

ดวยชุด QIAquick PCR Purification Kit (USA) เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะสงไป

หาลําดับเบสดวยเครื่อง DNA sequencer (ABI, Prism377) ที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

3.3.3.6  การวิเคราะหลําดับเบส  ตรวจหาชนิดของจุลินทรียโดย

เปรียบเทียบกับฐานขอมูลสาธารณะ GenBank โดยใชวิธี Basic local alignment search tool 

(BLAST) (Altschul et al. 1990) 
3.3.4  การศกึษาโครงสรางของกลุมแบคทีเรียดวยเทคนิค FISH 
ใชดีเอ็นเอโพรบที่มีความจําเพาะกับแบคทีเรียแตละกลุมต้ังแตระดับจีนัสไป

จนถึงโดเมน (Domain) มีวิธีการเตรียมตัวอยางหรือตรึงตัวอยาง (Fixation) ดังนี้แบงตัวอยางเปน 

2 สวนเพื่อตรึงแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยนําตัวอยาง 2 มิลลิลิตรใสหลอดขนาด 2 

มิลลิลิตรปนตกตะกอน 10,000x g ลางเซลลดวย Phosphate buffer saline (PBS) สําหรับ
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แบคทีเรียแกรมลบใหแชใน Paraformaldehyde รอยละ 4 (ใน PBS) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1-3 ชั่วโมง สวนแบคทีเรียแกรมบวกใหแชในเอทานอลรอยละ 50 เปนเวลา 4-16 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลานําตัวอยาง 2 สวนไปลางเซลลดวย PBS แลวเก็บในเอทานอล/PBS อัตราสวน 1:1 ที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค FISH ที่ดัดแปลงจากวิธีของ 

Amann (1995) วิธีการโดยยอดังนี้ ดูดตัวอยางประมาณ 1-5 ไมโครลิตรกระจายลงบนสไลด
เคลือบเทฟลอน (Teflon slide) ขนาด 10 หลุมที่เคลือบดวยเจลาตินรอยละ 1 ทิ้งใหแหง ดึงน้าํออก

จากเซลล (Dehydration) ดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 50, 80 และ 100 ตามลําดับ จากนั้น 

Hybridization ดวยดีเอ็นเอโพรบความเขมขน 5 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ใน Hybridization buffer 

(NaCl 0.9 M, Tris/HCl 20 mM, SDS 0.01%, Formamide ดูภาคผนวก ข) ที่อุณหภูมิ 46 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ดีเอ็นเอโพรบที่ใชดังแสดงในตารางที่ 6 จากนั้นลางดวย Wash buffer 

(Tris/HCl 20 mM, SDS 0.01%, NaCl ดูภาคผนวก ข) ที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาที และลางอีกครั้งดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อแลวทําใหแหง ยอมสไลดดวย Anti-fading solution 

นําไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบ Epifluorescence (Olympus BX51, Japan) ถายภาพ

ดวยกลองถายภาพแบบ CCD (Olympus DP50, Japan) และโปรแกรมบันทึกภาพ Viewfinder 

Lite (Olympus, Japan) นับจํานวนแบคทีเรียโดยใชโปรแกรม Image Tool 3.0 (University of 

Texas Health Science Center at San Antonio, USA) 
 

ตารางที่ 5  ไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 

 

Name E. coli rRNA position Sequence 5’-3’ 

27f 8-27 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

530f  515-530 GTGCCAGCMGCCGCGG 

1492r 1492-1513 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

M13 forward - GTAAAACGACGGCCAG 

M13 reverse - CAGGAAACAGCTATGAC 

M=C:A, Y=C:T



ตารางที่ 6  ดีเอ็นเอโพรบที่ใชสําหรับการศึกษาแบคทเีรียดวยเทคนิค FISH 

Probe %FA** Probe sequence (5'-3') Specificity References 

EUB338* 

EUB338-II* 

EUB338-III* 

0-50 

0-50 

0-50 

GCTGCCTCCCGTAGGAGT 

GCAGCCACCCGTAGGAGT 

GCTGCCACCCGTAGGAGT 

Most Bacteria 

Planctomycetales 

Verrucomicrobiales 

Amann et al. 1990 

Daims. 2001 

Daims. 2001 

ALF1b 20 CGTTCGCTCTGAGCCAG Alphaproteobacteria, some Deltaproteobacteria, Spirochaetales Manz et al. 1992 

BET42a 35 GCCTTCCCACTTCGTTT Betaproteobacteria Manz et al. 1992 

cBET42a 35 GCCTTCCCACATCGTTT Competitor to BET42a Manz et al. 1992 

GAM42a 35 GCCTTCCCACATCGTTT Gammaproteobacteria Manz et al. 1992 

cGAM42a 35 GCCTTCCCACTTCGTTT Competitor to GAM42a Manz et al. 1992 

NIT3 40 CCTGTGCTCCATGCTCCG Nitrobacter spp. Wagner et al. 1996 

cNIT3 40 CCTGTGCTCCAGGCTCCG Competitor to NIT3 Wagner et al. 1996 

NTSPA714 55 CCTTCGCCACCGGCCTTC Phylum Nitrospira, not Thermodesulfovibrio islandicus Daims et al. 2001 

NEU 40 CCCCTCTGCTGCACTCTA Most halophilic and halotolerant Nitrosomonas spp. Wagner et al. 1995 

CTE 40 TTCCATCCCCCTCTGCCG Competitor to NEU Wagner et al. 1995 

NSO190 55 CGATCCCCTGCTTTTCTCC Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria Mobarry et al. 1996 

NSO1225 35 CGCCATTGTATTACGTGT GA Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria Mobarry et al. 1996 

Hlm747 45 CTGTGGGTGATGTCCTTCCT Several members of Halomonas sp. Yoshie et al. 2004 

หมายเหตุ  * ใช EUB338, EUB338-II และ EUB338-III รวมกันในสัดสวนเทากันสําหรับตรวจสอบแบคทีเรียทั้งหมดเรียกวา  EUBmixed 

              **ความเขมขนของ Formamide สําหรับ Hybridization 37 



บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

ทําการทดลองดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนตอจากงานวิจัยของ นุกูล 

อินทระสังขา และคณะ  (2547)  ซึ่งไดดําเนินระบบมากอนหนานี้เปนเวลามากกวา 4 ป ในชวง

หลังสุดดําเนินระบบดวยเวลากักน้ํา 7 วัน และ 3 วัน การศึกษาครั้งนี้ไดปรับลดคาเวลากักน้ําลงมา

เปน 1.75 วัน การตรวจสอบการเกิดไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันดวยการวิเคราะหปริมาณ

แอมโมเนีย ไนไตรทและไนเตรทในน้ําที่ผานการบําบัดของทั้ง NSBR และ DSBR หลังจากระบบมี

ประสิทธิภาพในการบําบัดหรือเขาสูสภาวะคงที่ (Steady state) จึงเก็บตัวอยางน้ําและตะกอน     

จุลินทรียไปตรวจสอบจํานวนแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงดวยเทคนิคเอ็มพีเอ็น และ

ตรวจสอบชนิดแบคทีเรียโดยเทคนิคที่ไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อคือเทคนิค 16S rRNA clone 

library และเทคนิค FISH เพื่อทราบถึงชนิดของแบคทีเรียที่นาจะมีบทบาทสําคัญในกระบวนการ

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันในการบําบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็ม NaCl 25 กรัม/ลิตร ปรากฏผล

การศึกษาดังนี้ 

1.  ประสิทธิภาพการบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจน 

1.1  การบําบัดแอมโมเนยีของ NSBR 
การนับวันที่ดําเนินระบบเริ่มจากวันที่เปลี่ยนเวลากักน้ําจาก 3 วันเปน 1.75 วัน โดย

ใหเปนวันที่ 1 หรือวันแรกของการดําเนินระบบบําบัด จากผลการศึกษาพบวาในการดําเนินระบบ

ชวงแรกหลังจากที่มีการปรับลดเวลากักน้ําในระบบเปน 1.75 วันนั้น ระบบไดลมเหลวไมสามารถ

บําบัดแอมโมเนียไนโตรเจนไดอยางคงที่ โดยคาแอมโมเนียเพิ่มสูงขึ้นและคาไนเตรทมีการลดลง

อยางตอเนื่อง เนื่องจากการลดคาเวลากักน้ําในระบบเทากับเปนการเพิ่มภาระบรรทุกแอมโมเนีย

ของระบบโดยเพิ่มจากเดิม 33 mg l-1d-1 ที่คาเวลากักน้ํา 3  วัน เปน 56.16 mg l-1 d-1 ที่คาเวลากัก

น้ํา 1.75 วัน ดังนั้นระบบซึ่งทํางานโดยอาศัยจุลินทรียจึงตองใชระยะเวลาในการปรบัตัว จากภาพที ่

9 จะเห็นไดวาหลังจากผานวันที่ 30 ของการดําเนินระบบไปแลวระบบเริ่มมีประสิทธิภาพในการ

บําบัดดีข้ึนหรือเร่ิมเขาสูสภาวะคงที่ (ภาพที่ 10) โดยน้ําที่ผานการบําบัดจาก NSBR มีปริมาณ

แอมโมเนียลดลงเรื่อยๆ เฉลี่ยคงเหลือประมาณ 2.17 มิลลิกรัม/ลิตร จากปริมาณแอมโมเนียที่เขาสู 

NSBR เฉลี่ย 98.53 มิลลิกรัม/ลิตร และมีปริมาณไนเตรทสูงขึ้นอยางตอเนื่องเฉลี่ย 87.82 

มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาณ NOx-N (NO2
--N รวมกับ NO3

--N) ที่ออกจาก NSBR มีคาเฉลี่ย 92.28 

มิลลิกรัม/ลิตร 
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ผลการตรวจสอบทางเคมีเห็นไดชันเจนวาใน NSBR นาจะเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน

ที่สมบูรณข้ึนจากการทํางานของแบคทีเรียไนตริไฟอิงที่อยูในระบบทั้งสองกลุมคือ AOB ซึ่งออกซิ

ไดสแอมโมเนียเปนไนไตรทและ NOB ออกซิไดสไนไตรทเปนไนเตรท (Bitton. 1994) แตอาจมี

บางสวนของแอมโมเนียที่ไมไดถูกเปลี่ยนไปเปนไนเตรทคือมีการเปลี่ยนรูปจากแอมโมเนียม (NH4) 

เปนแอมโมเนียอิสระ (NH3) ในสภาวะที่เปนดางโดยถูกปลดปลอยขึ้นสูบรรยากาศดวย

กระบวนการที่เรียกวา Ammonia stripping (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ. 2544)  หรือมีบางสวนถูกดูดซึม

เขาไปใชในกระบวนการเจริญเติบโตของเซลลจุลินทรีย  (Assimilation) 
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ภาพที ่10  คาแอมโมเนยีม (♦) ไนไตรท ( ) และไนเตรท ( ) ในน้ําที่ผานการบําบัดจาก NSBR ที่

ดําเนนิระบบดวยระยะเวลากักน้าํ 1.75 วัน 

 

ในชวงวันที่ 90 ของการดําเนินระบบไดเกิดปญหาทางเทคนิคเกี่ยวกับระบบเติม

อากาศ โดยเครื่องเติมอากาศเกิดการไหม และมีควันบางสวนที่เกิดจากการไหมเขาไปในระบบ ทํา

ใหประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนียของ NSBR ลมเหลว จึงไดแกไขโดยเพิ่มเวลากักน้ําเปน 3 วัน 

ประสิทธิภาพการบําบัดของ NSBR จึงเริ่มดีข้ึนตามลําดับ อยางไรก็ตามกอนหนานั้นไดมีการเก็บ

ตัวอยางตะกอนจุลินทรียจาก NSBR ไวแลวในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่คือวันที่ 

70 ของการดําเนินระบบ เพื่อนําไปศึกษาลักษณะโครงสรางของชุมชนจุลินทรียดวยเทคนิคดาน  

16S rRNA clone library และเทคนิค FISH ตอไป เพื่อที่จะไดทราบศึกษาถึงกลุมแบคทีเรียที่นาจะ

เกี่ยวของกับไนตริฟเคชันในน้ําเค็ม 

 
 

1.75 day HRT 3 day HRT 
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1.2  การบําบัดไนเตรทของ DSBR 
สําหรับ DSBR เปนถังไรออกซิเจนอิสระที่ปอนดวยน้ําปลอยทิ้งจาก NSBR ซึ่งมี   

ไนเตรทที่เกิดจากปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน โดยมีการเติมเมทานอลเพื่อใหเปนแหลงคารบอนเขาในทอ

จายน้ํากอนเขาสู DSBR โดยหลังจากเริ่มตนการบําบัดหรือดําเนินระบบในชวง 10 วันแรก (ภาพที่ 

11) ระบบแปรปรวนเล็กนอยเทานั้น แตหลังจากนั้นระบบก็สามารถบําบัดไนไตรทและไนเตรทได

อยางคงที่ ถือไดวาระบบคอนขางมีประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทไดอยางรวดเร็วและ

สม่ําเสมอ เพราะไมวาคาไนไตรทและไนเตรทที่เขาสูระบบจะมีคาสูงหรือตํ่าน้ําทิ้งที่ผานการบําบัด

จาก DSBR ก็จะมีคา NOx-N เฉลี่ยไมเกิน 0.77 มิลลิกรัม/ลิตร จากปริมาณ NOx-N ที่เขาสู DSBR 

เฉลี่ย 92.28 มิลลิกรัม/ลิตร โดยในชวงที่ระบบคงที่นี้น้ําทิ้งที่เขาสู DSBR จะมีปริมาณแอมโมเนีย

ปนมาดวยเฉลี่ย 2.17 มิลลิกรัม/ลิตร เนื่องจากเหลือมาจากการเกิดไนตริฟเคชันที่ไมสมบูรณใน 

NSBR แตแอมโมเนียที่เขามาในระบบก็ไมสงผลตอการเกิดไนตริฟเคชันแตอยางใด การหายไป

ของ NOx-N ใน DSBR แสดงใหเห็นวามีการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันขึ้นภายในถัง ซึ่งไมใชเกิด

จากการเติบโตของสาหรายสังเคราะหแสงเนื่องจากมีการปองกันดวยการหุมถังดวยอะลูมิเนียม

ฟอยล ปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันที่เกิดขึ้นนาจะเกิดจากกลุมแบคทีเรียที่สามารถเปลี่ยนไนเตรทและ

ไนไตรทเปนกาซไนโตรเจนในสภาวะไรออกซิเจนอิสระ โดยเปนกลุมที่ใชเมทานอลที่มีการเติมเขา

ไปในระบบเปนแหลงคารบอนสําหรับการสรางพลังงาน (Purtschert and Gujer. 1999) 
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ภาพที ่11  แสดงคาแอมโมเนีย (♦) ไนไตรท ( ) และไนเตรท ( ) ในน้ําทีผ่านการบําบดัจาก 

DSBR ที่ดําเนนิระบบดวยระยะเวลากกัน้าํ 1.75 วัน 

 

1.75 day HRT 3 day HRT 
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หลังจากชวงวันที่ 90 ของการดําเนินระบบที่เกิดปญหาทางเทคนิคเกี่ยวกับระบบ

เติมอากาศของ NSBR นั้น ไดสงผลกระทบตอ DSBR เชนกัน โดยในภาพที่ 11 จะเห็นวาปริมาณ

แอมโมเนียที่ออกจาก DSBR นั้นมีปริมาณสูง เนื่องจากเปนแอมโมเนียที่เหลือมาจากการบําบัดใน 

NSBR แลวถูกสงตอมายัง DSBR นอกจากนี้การลมเหลวของ NSBR ในการบําบัดแอมโมเนียก็

สงผลกระทบโดยตรงตอปริมาณของไนเตรทที่จะเขาสู DSBR อยางไรก็ตามแมปริมาณไนเตรทที่

เขาสู DSBR จะนอยแตระบบก็ยังสามารถบําบัดไนเตรทและไนไตรทไดเปนอยางดี หลังจากวันที่ 

120 ของการดําเนินระบบซึ่งไดปรับเพิ่มคาระยะเวลากักน้ําเปน 3 วันแลวระบบก็เร่ิมเขาสภาวะ

คงที่ตามลําดับ ปริมาณแอมโมเนียเริ่มลดลงตามประสิทธิภาพการบําบัดของ NSBR และชวง 10 

วันแรกของการเพิ่มคาระยะเวลากักน้ําการทํางานของระบบจะแปรปรวนเล็กนอย โดยไนเตรทที่

ผานการบําบัดนั้นมีคาเพิ่มสูงขึ้นกวาเดิม หลังจากนั้นจึงคอยลดลงมาทีละนอย 

สําหรับเมทานอลที่เติมเขา DSBR ใชอัตราสวน M/N เทากับ 3:1 เพื่อใหแนใจวา

เพียงพอตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันจนสมบูรณ (Foglar and Briški. 2003) โดยมีการ

เสนอไวที่อัตราสวนเทากับ 2.47:1 (McCarthy et al. 1969) และ 2.87:1 สําหรับน้ําทะเล 

(Catalan-Sakairi      et al. 1997) เมทานอลถือเปนตัวใหอิเล็กตรอนที่มีราคาถูกเมื่อเปรียบเทียบ

กับแหลงคารบอนชนิดอื่น เชน เอทานอล กรดอะซีติก และ กลูโคส เปนตน ดังนั้นจึงถูกนําไปใช

อยางแพรหลายในการบําบัดน้ําไนโตรเจนทางชีวภาพที่อาศัยกระบวนการดีไนตริฟเคชัน 

(Bilanovic et al. 1999) 

อยางไรก็ตามในโรงงานบําบัดน้ําเสียขนาดใหญ อาจจะตองใชเมทานอลในปริมาณ

มหาศาลทําใหเพิ่มคาใชจายในการบําบัดใหสูงขึ้นได แนวทางอื่นคืออาจใชคารบอนจากแหลงอื่นที่

ชวยลดตนทุน เชน กรดไขมันระเหยไดหรือวีเอฟเอ (Volatile fatty acid; VFA) ที่พบมากในน้ําเสีย

จากชุมชนหรือน้ําเสียจากเกษตรกรรมสามารถนํามาเปนแหลงคารบอนสําหรับดีไนตริฟเคชันโดย

ไมตองมีคาใชจาย โดยเฉพาะน้ําที่เหลือจากการหมักขยะชุมชนแบบไรอากาศมีวีเอฟเอสูงถึง 

25,000 มิลลิกรัม/ลิตร (Sans et al. 1995) ซึ่งมีคาเทากับใชเมทานอล 35,000 มิลลิกรัม/ลิตร หรือ

คารบอนแหลงอื่นที่มีคาใชจายไมสูงคือ กากน้ําตาล (Molasses) (Quan et al. 2005) อยางไรก็

ตามกากน้ําตาลประกอบไปดวยน้ําตาลโมเลกุลใหญ (Polysaccharide) เปนองคประกอบหลัก จึง

จําเปนตองยอยโมเลกุลน้ําตาลเหลานี้ใหเล็กลงเปน ซูโครส กลูโคส หรือ ฟรุกโตส เพื่อใหแบคทีเรีย

ดีไนตริไฟอิงนําไปใชไดอยางรวดเร็ว (Najafpour and Shan, 2003) 
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1.3  ประสิทธิภาพโดยรวมของระบบ 
จากผลการดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนอยางตอเนื่องดวยเวลากักน้ํา  

1.75  วัน โดยมีคาภาระบรรทุกแอมโมเนียมไนโตรเจนเทากับ เปน 56.16 mg l-1 d-1 และภาระ

บรรทุกไนเตรทไนโตรเจนเทากับ เปน 50 mg l-1 d-1 (ตารางที่ 7) เมื่อระบบมีประสิทธิภาพในการ

บําบัดคงที่คือชวงวันที่ 30 ถึง 90 ของการบําบัดพบวา NSBR มีประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนีย

รอยละ 99.86  สวน DSBR มีประสิทธิภาพการบําบัดไนเตรทรอยละ 99.31 เมื่อเปรียบเทียบกับ

การศึกษาที่ผานมาของนุกูล อินทระสังขา และคณะ (2547) ที่ดําเนินระบบดวยคาเวลากักน้ํา 7 

วันและ 3 วันดังภาพที่ 12 พบวาประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนียลดลงเพียงเล็กนอย จากเดิม

รอยละ 100 ที่ระยะกักน้ํา 7 วัน และ 3 วัน  ในขณะที่ประสิทธิภาพการบําบัดไนเตรทเพิ่มข้ึน

เล็กนอย จากเดิมรอยละ 97 ที่ระยะกักน้ํา 7 วัน และรอยละ 98 ที่ระยะกักน้ํา 3.5 วัน 
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ภาพที ่12  แสดงประสิทธิภาพของการบําบดัแอมโมเนียและไนเตรทของ NSBR และ DSBR ที่

ดําเนนิระบบดวยคาระยะเวลากักน้ําที่แตกตางกัน 

 

ตารางที่ 7  คาอัตราภาระบรรทุกของแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและไนเตรท-ไนโตรเจนที่เขาสูถัง 

NSBR และ DSBR 

 

เวลากัก
น้ํา 

NH4
+-N loading rate 
(mg l-1 d-1) 

NO3
--N loading rate 
(mg l-1 d-1) 

อางอิง 

7 17 13 นุกูลและคณะ (2547) 

3.5 33 26 นุกูลและคณะ (2547) 

1.75 56 50 การศึกษานี ้
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สําหรับน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยเฉพาะคลอไรดอิออน (Cl-) มักจะสงผลตอ

ประสิทธิภาพของกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน โดยประสิทธิภาพของไนตริฟเคชัน

จะลดลงหากความเขมขนของคลอไรดสูงขึ้น Pansawad และ Anan (1999) รายงานวาที่ความ

เค็มของ NaCl 30 กรัม/ลิตร จะยับยั้งไนตริฟเคชันรอยละ 55 นอกจากนี้จากการใชระบบแผนจาน

หมุนชีวภาพบําบัดแอมโมเนียดวยกระบวนการ “OLAND” (Oxygen-limited autotrophic 

nitrification-denitrification) พบวาระบบตองใชเวลานานถึง 178 วันในการปรับตัวหลังเพิ่มความ

เค็มของ NaCl ในน้ําทิ้งเปน 30 กรัม/ลิตร โดยอัตราไนตริฟเคชันลดลงรอยละ 43 (Windey, De Bo 

and Verstraete. 2005) สวนประสิทธิภาพดีไนตริฟเคชันลดลงจากความเขมขนของคลอไรดที่

เพิ่มข้ึนเชนกัน แตอยางไรก็ตามการบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพดวยกระบวนการดีไนตริฟเคชัน

สามารถเกิดไดในน้ําที่มีคลอไรดสูงถึง 96.7 กรัม/ลิตรได (Ucisik and Henze. 2004) สําหรับ

ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ไดทดลองบําบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็มของ 

NaCl 25 กรัม/ลิตร มีการดําเนินระบบมานานทําใหระบบสามารถปรับตัวอยางไดรวดเร็วหลังจาก

การปรับเปลี่ยนคาระยะกักน้ําและมีประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนียและไนเตรทคงที่ 
1.4  อัตราการเกิดไนตรฟิเคชันและดีไนตริฟเคชัน 
ไดทําการหาอัตราการเกิดไนตริฟเคชันจําเพาะ (Specific ammonification rate) ใน 

NSBR ที่ดําเนินระบบแบบตอเนื่องไดโดยใชสมการดังตอไปนี้ (ดัดแปลงจาก Foglar and Briški. 

2003) 

 
โดยที ่

[NH4
+-N]in = ปริมาณแอมโมเนียในน้าํเขา (mg/l) 

[NH4
+-N]eff = ปริมาณแอมโมเนียในน้าํออก (mg/l) 

X = ความเขมขนของมวลชวีภาพ (gVSS/l) 

V = ปริมาตรถัง (l) 

R= อัตราไหลของน้ําเขา (l/h) 

NH4
+-N load = 

[NH4
+-N]in x R 

V 
(mgNH4

+ -N l-1 h-1) 

Volumetric nitrification rate = 
{[NH4

+-N]in - [ NH4
+-N]eff} x R 

V 
(mgNH4

+ -N l-1 h-1) 
 

Specific nitrification rate = 
Volumetric nitrification rate 

[X] 
(mgNH4

+ -N gVSS-1 h-1) 

สมการที่ 8 

สมการที่ 9 

สมการที่ 7 
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จากผลการดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนดวยเวลากักน้ําเทากับ 1.75  วัน

ในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพการบําบัดคงที่ สามารถหาอัตราไนตริฟเคชันจําเพาะของ NSBR ได

ดังนี้ จากสมการที่ 7 สามารถหาคาอัตราภาระบรรทุกแอมโมเนียมไนโตรเจน (NH4
+-N loading 

rate) ไดเทากับ 2.34 mgNH4
+ -N l-1 h-1 จากสมการที่ 8 หาคา Volumetric nitrification rate ได

เทากับ 2.29  mgNH4
+ -N l-1 h-1 และจากสมการที่ 9 หาคาอัตราไนตริฟเคชันจําเพาะไดเทากับ 

2.42 mgNH4
+ -N gVSS-1 h-1 หรือเทากับ 0.20 mgNH4

+ -N mgMLVSS-1d-1 

การหาอัตราดีไนตริฟเคชันจําเพาะในระหวางกระบวนการดีไนตริฟเคชันของ DSBR 

ที่ดําเนินระบบแบบตอเนื่องไดโดยใชสมการจากงานวิจัยของ Foglar และ Briški (2003) 

ดังตอไปนี้ 

 
โดยที ่

[NO3
--N]in = ปริมาณไนเตรทในน้ําเขา (mg/l) 

[NO3
--N]eff = ปริมาณไนเตรทในน้ําออก (mg/l) 

X = ความเขมขนของมวลชวีภาพ (gVSS/l) 

V = ปริมาตรถัง (l) 

R= อัตราไหลของน้ําเขา (l/h) 

จากผลการดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนดวยคาระยะเวลากักน้ําเทากับ 

1.75 วันในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพการบําบัดคงที่ สามารถหาคาอัตราดีไนตริฟเคชันจําเพาะ 

(Specific denitrification rate) ของ DSBR ไดดังนี้ จากสมการที่ 10 สามารถหาคาอัตราภาระ

บรรทุก ไนเตรทไนโตรเจน (NO3
--N loading rate) ไดเทากับ 2.09 mgNO3

- -N l-1 h-1 จากสมการที่ 

11 หาคา Volumetric denitrification rate ไดเทากับ 2.08 mgNO3
- -N l-1 h-1 และจากสมการที่ 12 

หาคาอัตราดีไนตริฟเคชันจําเพาะไดเทากับ 1.84  mgNO3
- -N gVSS-1 h-1  หรือเทากับ  0.15 

mgNO3
--N mgMLVSS-1d-1 สามารถเปรียบเทียบดีไนตริฟเคชันจําเพาะกับงานวิจัยอื่นซึ่งมีการใช

เมทานอลเปนแหลงคารบอนเหมือนกันดังตารางที่ 8 

NO3
+-N load = 

[NO3
--N]in x R 

V 
(mgNO3

- -N l-1 h-1) 

Volumetric denitrification rate = 
{[NO3

--N]in - [ NO3
--N]eff} x R 

V 
(mgNO3

- -N l-1 h-1) 
 

volumetric nitrification rate 

[X] 
(mgNO3

- -N gVSS-1 h-1) 

สมการที่ 10 

สมการที่ 12 Specific denitrification rate = 

สมการที่ 11 
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ตารางที่ 8  เปรียบเทียบอัตราดีไนตริฟเคชนัจําเพาะโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนกับ

งานวิจยัอื่น 

 

กระบวนการ
บําบัด 

อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซยีส) 

อัตราดีไนตรฟิเคชันจาํเพาะ 
(mgNO3

--N mgMLVSS-1d-1) 
อางอิง 

Continuous - 0.03 Bailey et al. 1998 

Continuous 12 0.06 Nyberg et al. 1992 

Continuous - 0.06 Kang et al. 1992 

Continuous 30 0.14 Teichgrber and 

Stein. 1994 

Batch 23±3 0.13 Bilanovic. 1999 

Fed batch 22±2 0.16 Doyle et al. 2001 

Batch 25 2.2 Christensson et al. 

1994 

Continuous 22±2 1.44 Ginige et al. 2004 

Continuous 30±5 0.15 การศึกษาครั้งนี ้

 

2.  การศึกษาลักษณะทั่วไปของตะกอนจุลินทรีย 
2.1  ตะกอนจุลินทรียของ NSBR 
ผลการศึกษาลักษณะทั่วไปของตะกอนจุลินทรียใน NSBR พบวาตะกอนจุลินทรียมี

เนื้อคอนขางละเอียด มีสีน้ําตาลออนขุนละลายเปนเนื้อเดียวกับน้ําในระบบ จากการตรวจสอบดวย

กลองจุลทรรศนพบจุลินทรียอาศัยอยูหลายกลุม รูปรางแตกตางกัน คือโปรโตซัวกลุมวายน้ําอิสระ 

แบคทีเรียเสนใย แบคทีเรียรูปกลม รูปทอน ลักษณะตะกอนจุลินทรียในชวงที่ระบบยังไมมี

ประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่นั้น ตะกอนจุลินทรียจะจับกันเปนกลุมกอนหรือฟล็อกไมหนาแนน

มาก พบโปรโตซัวกลุมวายน้ําอิสระที่มีซีเลีย (Free swimming ciliated protozoa) จํานวนมาก 

(ภาพที่ 13) แตหลังจากที่ระบบเริ่มเขาสูสภาวะคงที่หรือมีประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนีย

แลวพบวาตะกอนมีการจับเปนฟล็อกหนาแนนขึ้น ภายในฟล็อกจะมองเห็นกลุมเซลลจับกันเปน

กอนๆ หรือคลัสเตอร (Cluster) กระจายอยูภายใน โดยอาจจะเปนกลุมจุลินทรียที่มีบทบาทใน

กระบวนการไนตริฟเคชัน สวนโปรโตซัวกลุมวายน้ําอิสระที่มีซีเลียซึ่งเคยพบจํานวนมากนั้นหายไป 
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และพบโปรโตซัวกลุมที่มีแฟลกเจลลา (Flagellated protozoa) เปนกลุมเดนขึ้นมาแทน ซึ่งการพบ

โปรโตซัวชนิดตางๆ ในระบบบําบัดน้ําเสียนั้นสามารถนํามาใชเปนดัชนีบงชี้ถึงการเกิดกระบวนการ

ไนตริฟเคชันได (De A. Cybis and Horan. 1997) อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไมไดศึกษาชนิด

ของโปรโตซัวอยางละเอียดเปนเพียงการสังเกตเบื้องตนเทานั้น 

 

 
 

ภาพที ่13  ภาพถายลักษณะตะกอนจุลินทรียจาก NSBR ดวยกลองจลุทรรศนในชวงที่ระบบยังไม

เขาสภาวะคงที ่

 
2.2  ตะกอนจุลินทรียของ DSBR 
ผลการศึกษาพบวาลักษณะตะกอนจุลินทรียของ DSBR มีสีดําเขมเกาะกันเปนกอน 

กอนระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทพบโปรโตซัวกลุมที่วายน้ําอิสระเปนจํานวนมาก  

และหลังจากระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่แลวไมพบโปรโตซัวกลุมดังกลาว แตก็ไมพบวา

มีโปรโตซัวกลุมใดเดนขึ้นมาแทนที่ นอกจากนี้กอนระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดลักษณะ

ฟล็อกเกาะเปนเปนกอนใหญและหนาแนน แตหลังจากระบบเริ่มมีประสิทธิภาพในการบําบัด

ลักษณะตะกอนมีการจับกันไมแนน และพบวามีแบคทีเรียเสนใยหลายชนิดอาศัยภายอยูในฟล็อก

ดังภาพที่ 14 
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ภาพที ่14  ภาพถายลักษณะตะกอนจุลินทรียใน DSBR ดวยกลองจุลทรรศนในชวงที่ระบบเขาสู

สภาวะคงที่ (A) และลักษณะเซลลแบคทีเรียเสนใยทีพ่บ (B) โดยขยายจากภาพ A (ใน

พื้นที่เสนประ) 

 
3.  การศึกษาจุลินทรียดวยเทคนิค MPN 

ผลการตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันดวยวิธีการทางเคมี

พบวาเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันเกือบสมบูรณทั้งใน NSBR และ DSBR เพื่อหา

จํานวนกลุมแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจึงเก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียทั้งจาก 

NSBR และ DSBR มาตรวจสอบจํานวนดวยเทคนิค MPN โดยเก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียจาก

ชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่คือวันที่ 70 ของการดําเนินระบบ แลวนับจํานวน 

แบคทีเรียไนตริไฟอิงคือ AOB และ NOB และนับจํานวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงคือ NRB และ DB 

ผลการศึกษาพบวามี AOB เทากับ 3.2x105 MPN/ml พบ NOB เทากับ 2.6x104 MPN/ml สวนการ

นับจํานวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในถัง DSBR พบ NRB เทากับ 5.3x103 MPN/ml และ DB พบ

เทากับ 7.4x104 MPN/ml 

จากภาพที่ 15  ยืนยันไดวามีเชื้อแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงอยูในระบบจริง

สอดคลองกับผลการตรวจวัดทางเคมี แตจํานวน NOB ที่ไดจากการนับจํานวนดวยเทคนิค MPN มี

นอยกวา AOB หลายเทาตัว สาเหตุเนื่องจากปกติแลว NOB มีอัตราการเจริญเติบโตชากวา AOB 

และสาเหตุที่สําคัญขึ้นอยูกับเทคนิคที่ใชในการนับจํานวนดวย โดยเทคนิคที่ตองอาศัยการ

เพาะเลี้ยงเชื้ออยางเทคนิค MPN มีขอจํากัดดานเวลาที่ตองใชในการบมเชื้อนานเกินไป และการ

นับจํานวนแบคทีเรียที่ไมแมนยํา โดยเฉพาะแบคทีเรียไนตริไฟอิงนั้นเซลลมักจะมีการเกาะเปนกลุม

กอน จึงยากที่จะกระจายเซลลใหดีกอนทําการนับจาํนวน ทําใหจํานวนแบคทีเรียที่ไดอาจจะไมตรง
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กับความเปนจริง เพื่อแกปญหาดังกลาวเทคนิคเบื้องตนที่สามารถนํามาประยุกตใชได คือการใช

คลื่นเสียงความถี่สูง (Ultrasonication) กอนนําตัวอยางไปนับจํานวนแบคทีเรีย เพื่อกระจายเซลล

ที่จับกันเปนกอนใหหลุดออกจากกัน แตเพื่อใหไดผลการศึกษาที่แมนยํากวา ในการศึกษาครั้งนี้จึง

ใชเทคนิคที่ไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อคือเทคนิค FISH และเทคนิคการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน 16S rRNA เขามาตรวจสอบกลุมแบคทีเรียทั้งสองกลุม 
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ภาพที ่15  จาํนวนแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงใน NSBR และ DSBR ที่นบัดวยเทคนิค 

MPNแบบไมโครเทคนิคในวนัที ่70 ของการดําเนินระบบ 

 

4.  การศึกษาโครงสรางแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone library 
ผลการเก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนในชวงที่ระบบมี

ประสิทธิภาพการบําบัดทั้งแอมโมเนียและไนเตรทคงที่คือวันที่ 70 ของการบําบัด นํามาศึกษา

โครงสรางประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone library ไดผลดังนี้  
4.1  Clone library ของ NSBR 
ผลการศึกษาโครงสรางประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค Clone library ของตัวอยาง

ตะกอนจุลินทรีย NSBR พบวาไดรับ Clone ทั้งหมด 98 Clone (ตารางที่ 9) จากการจัดกลุม 

Clone ทั้งหมดโดยอาศัยเทคนิค REA ซึ่งเปนการตัดชิ้นยีน 16S rRNA ดวยเอนไซมเอนไซมตัด

จําเพาะ HinP1I และ Msp1 แลวแยกชิ้นยีนที่ถูกตัดดวยเทคนิค Gel electrophoresis จะเห็นเปน

รูปแบบหรือลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันตามชนิดของแบคทีเรีย ทําใหสามารถจัดกลุม Clone ที่

NSBR DSBR 
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มีรูปแบบดีเอ็นเอที่เหมือนกันโดยจัดเปน  OTU (Operational taxonomic unit) เดียวกัน โดย

ตัวอยางตะกอนจุลินทรีย NSBR จัดกลุมไดเปน 20 OTU (ภาพที่ 16) โดยพบ OTU N1  เปนกลุม

เดนคิดเปนรอยละ 25.5  ของจํานวน Clone ทั้งหมด รองลงมาเปน OTU N2 พบรอยละ 16.3, 

OTU N3 พบรอยละ 11.2, OTU N4 พบรอยละ 8.16, OTU N5 พบรอยละ 7.14, OTU N6 พบ

รอยละ 6.12, OTU N7 พบรอยละ 5.1, OTU N8 พบรอยละ 4.08, OTU N9 และ N10 พบรอยละ 

3.06 สวนที่เหลือคือต้ังแต OTU N11 ถึง OTU N20 พบวามีรูปแบบของ REA ที่แตกตางกันไม

สามารถจัดกลุมได และพบเพียง OTU ละ 1 Clone เทานั้น  
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ภาพที ่16  จํานวน OTU ใน NSBR clone library ที่ไดทัง้หมดหลังแบงกลุมดวยเทคนิค REA 

 

หลังจากเลือกตัวแทนของแตละ OTU ไปหาลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rRNA 

แลวนําไปทําการวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูลสาธารณะโดยใชลําดับเบสของยีน 16S rRNA 

เพียงบางสวนดวยโปรแกรม  Basic local alignment search tool  ผลการ BLAST พบวา OTU 

N1 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียแทจริงที่จําแนกชนิดไมได (Unidentified Eubacterium) รวมทั้ง 

OTU อ่ืนๆ ก็พบวาเปนแบคทีเรียแทจริงที่จําแนกชนิดไมไดเชนกัน โดยรวมแลวพบแบคทีเรียแทจริง

ที่จําแนกชนิดไมไดเปนกลุมเดนใน NSBR มากถึงรอยละ 38.77 สวนแบคทีเรียในไฟลัม 

Proteobacteria พบเพียง Alphaproteobacteria และ Gammaproteobacteria เทานั้น โดยพบ

รอยละ 26.53 และรอยละ 11.22 ตามลําดับ (ตารางที่ 9) สําหรับแบคทีเรียในไฟลัม Cytophaga-

Flavobacterium-Bacteriodes (CFB) พบเพียงรอยละ 3.06 เทานั้น อยางไรก็ตามไมมีรายงานวา

แบคทีเรียในกลุมนี้เปนแบคทีเรียไนตริไฟอิงทั้งในกลุม AOB และ NOB 
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สําหรับแบคทีเรียกลุม AOB พบวา Clone CN2, CN98, CN99 และ CN 107 มี

ลําดับเบสของยีน 16S rRNA ใกลเคียงกับ Nitrosococcus oceani (รอยละ 96 จากผลการ 

BLAST) โดยคิดเปนรอยละ 4 ของจํานวน Clone ทั้งหมด และไมพบวามี Clone ใดใน NSBR นี้มี

ลําดับใกลเคียงกับ NOB ที่มีอยูในฐานขอมูลเลย ทั้งที่จากการตรวจสอบทางเคมีและนับจํานวน

ดวย MPN ก็พบวามีปฏิกิริยาไนตริฟเคชันเกิดขึ้น จึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งวาการศึกษาครั้งนี้อาจ

พบเชื้อแบคทีเรียกลุมใหมอีกเปนจํานวนมากโดยเฉพาะแบคทีเรียแทจริงที่จําแนกชนิดไมได ซึ่ง

จําเปนตองศึกษารายละเอียดเพิ่มเติมในอนาคต 

 
ตารางที่ 9  ผลการ BLAST กลุมแบคทีเรียที่พบใน NSBR clone library 

 

Phylogenetic group Relative abundance (%) 

Unidentified Eubacterium 38.7 

Alphaproteobacteria 26.5 

Gammaproteobacteria 11.2 

Actinobacteria 10.2 

Deinococcus-Thermus 7.1 

Denitromonas 3.0 

CFB Phylum 3.0 

 
4.2  Clone library ของ DSBR 
ผลการศึกษาโครงสรางประชากรในตะกอนจุลินทรียของ DSBR ดวยเทคนิค Clone 

library พบวาไดรับจํานวน Clone ทั้งหมด 106 Clone สามารถจัดกลุม Clone ดวยเทคนิค REA 

ไดเปน 9 OTU (ภาพที่ 17) โดยพบ  OTU D1 เปนกลุมเดนซึ่งพบมากถึงรอยละ 56.6 ของจํานวน 

Clone ทั้งหมด ผลจากการ BLAST  พบวา OTU D1  มีความใกลเคียงกับ Methylophaga 

marina (รอยละ97) ซึ่งเปนสมาชิกของคลาส Gammaproteobacteria ไฟลัม Proteobacteria 

(Janvier and Grimont. 1995) นอกจากนี้ยังพบวา OTU D3 มีความใกลเคียงกับ Methylophaga 

thalassica (รอยละ 98) โดยพบรอยละ 9.4 ของจํานวน Clone ทั้งหมด ดังนั้นโดยรวมแลวใน 

DSBR พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนรอยละ 66.98 ของจํานวน 

Clone ทั้งหมด สวนแบคทีเรียในคลาส Alphaproteobacteria พบเพียงเล็กนอยไมถึงรอยละ 1 
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และคลาส Betaproteobacteria ไมพบเลย นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียแทจริงที่ยังจําแนกไมไดถึง

รอยละ 20.7 (ตารางที่ 10) 
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ภาพที ่17  จํานวน OTU ใน DSBR clone library ที่ไดทัง้หมดหลังแบงกลุมดวยเทคนิค REA 

 

ตารางที่ 10  แสดงผลการ BLAST กลุมแบคทีเรียทีพ่บใน DSBR clone library 

 

Phylogenetic group Relative abundance (%) 

Gammaproteobacteria 66.9 

Unidentified Eubacterium 20.7 

CFB Phylum 11.3 

Alphaproteobacteria 0.9 

 

ทั้งนี้คาดวาแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga อาจจะมีบทบาทในกระบวนการ      

ดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน ซึ่งพบวาบางสปชีสของ

จีนัสนี้คือ Methylophaga alcalica สามารถที่จะรีดิวซไนเตรทเปนไนไตรทได (Doronina et al. 

2003) แตอยางไรก็ตามยังไมมีการศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อกลุมนี้ในดานการเปนเชื้อ

แบคทีเรียในกลุมดีไนตริไฟอิง ดังนั้นจึงจําเปนตองแยกเชื้อบริสุทธิ์เพื่อนํามาศึกษารายละเอียดทาง

สรีรวิทยาของแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga ตอไป 
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สําหรับแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga จัดวาเปนแบคทีเรียที่อาศัยพลังงานจาก

สารคารบอนในหมูเมทิล (Methylotrophic bacteria) กลุมที่มีวิถี RuMP (RuMP pathway) ในการ

ยอยสลายคารบอน 1 อะตอม เรียกวาแบคทีเรียเมทิลโลโทรบ RuMP (RuMP-pathway 

methylobacteria) โดยแบคทีเรียกลุมนี้มีหลายจีนัส เชน Methylobacillus, Methylovorus และ 

Methylophaga เปนตน (Hanson and Hanson. 1996) แตจีนัส Methylophaga นั้นแตกตางจาก

แบคทีเรียเมทิลโลโทรบ RuMP จีนัสอ่ืนอยางชัดเจน โดยแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga 

ตองการ Na+, Mg2+ และ วิตามิน B12 ในการเจริญเติบโต มีความทนทานตอความเค็มสูง มี

ปริมาณเบส G และ C ในดีเอ็นเอต่ํา (ประมาณ 38-49 mol%) (Janvier et al. 1985) 

การศึกษาโครงสรางชุนชนแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชันในน้ํา

ที่มีความเค็มมีนอยมาก (Labbe et al. 2003 ; Yoshie et al. 2001 ; Yoshie et al. 2004)  สวน

ใหญจะเปนการศึกษาดวยเทคนิคอื่นในดานการตรวจสอบยีนที่แสดงออก เชน การใชเทคนิค PCR 

โดยมีการออกแบบไพรเมอรเพื่อตรวจสอบยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชัน เชน ยีน 

nirK (Braker et al., 1998) และยีน nirS (Hallin et al., 1999) เปนตน โดยจากการศึกษา

โครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยอาศัย

เทคนิคดาน 16S rRNA พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลอง

กับการศึกษาในครั้งนี้ 
 

ตารางที่ 11  โครงสรางของประชากรแบคทีเรียใน Clone library ของตัวอยาง NSBR และ DSBR 

 

Clones from 
(number) 

Phylogenetic 
Affiliation 

Related species Accession 
no. 

Similarit
y (%) 

NSBR DSBR 

Alpha 

proteobacteria 

Uncultured clone 

HPDOMI2C10 

AY851902 96 25 0 

 Uncultured clone 

131637 

AY922203 97 1 0 

 Endosymbiont of 

Acanthamoeba sp. 

UWC9 

AF132137 97 0 1 
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ตารางที่ 11 (ตอ) 

Unidentified  Uncultured  clone 

AKAU3728 

DQ125662 83 16 0 

 Uncultured  clone 

nsmpVI08 

AB213564 97 11 0 

 Uncultured  clone 

HP1B89 

AF502234 96 5 0 

 Uncultured clone KD4-

19 

AY218629 92 1 0 

 Uncultured clone 

ELB25-087 

DQ015772 97 1 0 

 Uncultured  clone KD6-

102 

AY218746 94 1 0 

 Uncultured  clone 

ELB16-189 

DQ015797 94 1 0 

 Uncultured clone 

4RHU22 

AJ863332 96 1 0 

 Unidentified AJ786810 96 1 0 

 Uncultured clone SSE5 AY228697 95 0 13 

 Uncultured clone 

nsmpVI14 

AB212891 97 0 9 

Actinobacteria Actinobacterium PB90-5 AJ229241 98 8 0 

 Subtercola frigoramans AF224723 96 1 0 

 Uncultured 

Actinobacteria sp. clone 

AKYH1051 

AY922090 97 1 0 

Deinococcus-

Thermus 

 

Uncultured Deinococci 

bacterium 

DQ028374 93 7 0 
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ตารางที่ 11  (ตอ) 

Gamma 

proteobacteria 

Methylophaga marina X95459 97 6 60 

 Nitrosococus oceani CP000127 96 4 0 

 Xanthomonas like sp. 

V4.BO.41 

AJ244722 95 1 0 

 Methylophaga 

thalassica 

X95460 98 0 10 

 Bacterium PV-4 AF387348 97 0 1 

Denitromonas Denitromonas indolicum AY972852 98 3 0 

CFB Phylum Cryomopha ignava AF170738 91 3 0 

 Vitellibacter 

viladivostokensis 

AB071382 97 0 5 

 Uncultured clone 

Nubeena269 

AY500034 93 0 4 

 Uncultured clone 

ccslm285 

AY133094 95 0 3 

Total    98 106 

5.  การศึกษาจุลินทรียดวยเทคนิค FISH 
เก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียในชวงเดียวกับที่นํามาตรวจสอบดวยเทคนิค Clone library 

เพื่อนํามาตรวจสอบกลุมจุลินทรียดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบที่ไดจากงานวิจัยอื่นคือ   

ดีเอ็นเอโพรบ GAM42a, BET42a และ ALF1b ตลอดจนดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะกับกลุมแบคทีเรีย

ไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงที่ไดจากงานวิจัยอื่น โดยการนับจํานวนของทุกดีเอ็นเอโพรบนั้นจะ

เปรียบเทียบกับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดซึ่งใชโพรบ EUBmixed จะทําใหไดจํานวนแบคทีเรีย

เฉพาะกลุมเทียบเปนสัดสวนตอแบคทีเรียทั้งหมด 
5.1  การตรวจสอบตะกอนจุลินทรียใน NSBR ดวยเทคนิค FISH 
ผลการตรวจสอบกลุมแบคทีเรียใน NSBR ดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบ 

GAM42a, BET42a และ ALF1b เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria โดยนับ

จํานวนกลุมแบคทีเรียดวยดีเอ็นเอโพรบดังกลาวเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed ซึ่งเปน 
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ดีเอ็นเอโพรบสําหรับแบคทีเรียทั้งหมด พบวาแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria มีกลุมแบคทีเรีย

ในคลาส Alphaproteobacteria เปนกลุมเดนรอยละ 29.7 ของแบคทีเรียทั้งหมด รองลงมาคือ

คลาส Gammaproteobacteria รอยละ 21.5 ของแบคทีเรียทั้งหมด และคลาส 

Betaproteobacteria พบนอยมากเพียงรอยละ 2.4 ของแบคทีเรียทั้งหมดเทานั้น สวนที่เหลือเปน

แบคทีเรียชนิดอื่นๆ (ภาพที่ 18) 
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ภาพที ่18  สัดสวนเปนรอยละของแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria เมือ่เทียบกบัปริมาณแบคทีเรีย

ทั้งหมดจากการตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ใน NSBR 

 

ผลการตรวจสอบตัวอยาง NSBR ดวยเทคนิค FISH เพื่อตรวจแบคทีเรียไนตริไฟอิง

โดยใชดีเอ็นเอโพรบสําหรับไนตริไฟอิงแบคทีเรียที่ไดจากงานวิจัยอื่นๆ ดังนี้คือ กลุม AOB ใช        

ดีเอ็นเอโพรบ NEU, NSO190 และ NSO1225 สวนกลุม NOB ใชดีเอ็นเอ โพรบ NIT3 และ 

NTSPA714 พบวาตรวจไมแบคทีเรียกลุมตางๆ ดวยดีเอ็นเอโพรบที่มีอยูเลย การตรวจสอบดวย    

ดีเอ็นเอโพรบ NEU, NSO190 และ NSO1225 ไมพบสอดคลองกับผลการตรวจสอบดวยดีเอ็นเอ

โพรบ BET42a เนื่องจากทั้งดีเอ็นเอโพรบ NEU, NSO190 และ NSO1225 ตางเปนดีเอ็นเอโพรบที่

จําเพาะกับ AOB ที่อยูในคลาส Betaproteobacteria ซึ่งก็ตรวจสอบดวยดีเอ็นเอโพรบ BET42a 

พบแบคทีเรียในกลุมนี้เพียงเล็กนอยเทานั้น (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 12  แสดงผลการตรวจสอบแบคทเีรียไนตริไฟอิงดวยเทคนิค FISH ใน NSBR 

 

Bacterial groups Probes Specificity Result 

AOB NEU Most halophilic and halotolerant Nitrosomonas 

spp. 
- 

 NSO190 Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria - 

 NSO1225 Betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria - 

NOB NIT3 Nitrobacter spp. - 

 NTSPA714 Phylum Nitrospira,  

not Thermodesulfovibrio islandicus 
- 

DB Hlm747 Several members of Halomonas sp. + 

 

จากการตรวจสอบตะกอนจลิุนทรียใน NSBR ดวยโดยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอ

โพรบ Hlm747 ซึ่งมีความจาํเพาะกับแบคทีเรียในจนีัส Halomonas พบวาตรวจพบเชื้อดังกลาวใน

ตะกอนจุลินทรียของ NSBR ซึ่งมีออกซิเจนละลายอยูในชวง 5 .7 -6 .9  มิลลิกรัม/ลิตร ทั้งที่เชื้อ 

Halomonas เปนเชื้อในกลุมที่พบในสภาวะไรออกซิเจนอิสระที่มีบทบาทในกระบวนการดีไนตริฟเค

ชันโดยเฉพาะในสภาพที่มีความเค็ม โดยมีรายงานวา Halomonas sp. สามารถรดิีวซไนเตรทในที่

มีความเคม็ (NaCl) สูงถงึรอยละ 12.5 (Peyton et al. 2001) และยังมีรายงานวาพบเชื้อในจีนัส 

Halomonas เปนกลุมเดนและนาจะมีบทบาทในกระบวนการดีไนตริฟเคชันในถังไรออกซิเจนอิสระ

ของระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมทีม่ีความเค็มรอยละ 1.5-3.5 (Yoshie et al. 2004) 

โดยลักษณะเซลลที่ติดโพรบ Hlm747 พบวาเซลลเปนรูปทอน เกาะเปนกอนหรือ

เปนคลัสเตอรกระจายอยูภายในฟล็อก (ภาพที่ 20) จึงนาจะเปนสาเหตุที่เชื้อกลุมนี้สามารถอาศัย

อยูในถังเติมอากาศได เพราะภายในฟล็อกยิ่งลึกเขาไปดานในจะเปนบริเวณที่ขาดหรือมีปริมาณ

ออกซิเจนจํากัด (Bitton. 1994) ทั้งนี้เชื้อ Halomonas อาจจะมีบทบาทในการรีดิวซไนเตรท

บางสวนใน NSBR ใหเปนกาซไนโตรเจนดวย สําหรับ Halomonas sp. มีรายงานวาเปนแบคทีเรีย

ที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่เกิดในน้ําเค็มซึ่งมีการเติมอะซีเตทเปนแหลงคารบอนใน

สภาวะไรออกซิเจนอิสระ แตการศึกษานี้กลับพบเชื้อ Halomonas ในถังเติมอากาศซึ่งมีออกซิเจน

ละลายอยูประมาณ 5.7-6.9 มิลลิกรัม/ลิตร สาเหตุที่เชื้อกลุมนี้อาศัยอยูในถังเติมอากาศไดอาจ

เนื่องจากเชื้อกลุมนี้มีการเกาะเปนคลัสเตอรแลวอยูดานในของฟล็อก (ภาพ 20D) ซึ่งภายในฟล็อก

เปนบริเวณที่มีออกซิเจนละลายจํากัดตามความลึกของฟล็อก 
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ภาพที่ 19  ภาพถายเซลลแบคทีเรียจากตัวอยาง NSBR จากการตรวจสอบดวยเทคนิค FISH โดย

ใชดีเอ็นเอโพรบ ALF1b, GAM42a และ EUBmixed ภาพ A ใชดีเอ็นเอโพรบ 

EUBmixed ซึ่งจําเพาะกับโดเมนแบคทีเรียมองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบเปนสีเขียว

จาก Fluorescein ภาพ B ใชดีเอ็นเอโพรบ ALF1b มองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบเปน

สีแดงจาก Indocarbocyanine (Cy3) และภาพ C เซลลที่ติดสีเขียวเกิดจากการติด     

ดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed สวนเซลลที่ติดสีเหลืองเกิดจากการซอนภาพเซลลที่ติดดีเอ็น

เอโพรบ GAM42a (สีแดง) กับเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed (สีเขียว) ทําให

มองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบ GAM42a เปนสีเหลืองสวนแบคทีเรียชนิดอื่นจะเห็น

เปนสีเขียว 
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ภาพที่ 20  ภาพถายตะกอนจุลินทรียจาก NSBR ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ภาพ A เปน

ภาพถายแบบ Bright field ภาพ B เซลลติดดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed มองเห็นเปนสี

เขียวจาก Fluorescein ภาพ C เซลลติดดีเอ็นเอโพรบ Hlm747 มองเห็นเปนสีแดงจาก 

Cy3 และภาพ D เปนภาพซอนกันระหวาง B และ C ทําใหมองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอ

โพรบทั้งสองเปนสีเหลือง สวนแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ซึ่งติดเฉพาะดีเอ็นเอโพรบ 

EUBmixed จึงมองเห็นเปนสีเขียว 
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5.2  การตรวจสอบตะกอนจุลินทรียใน DSBR ดวยเทคนิค FISH 
ผลการตรวจสอบกลุมแบคทีเรียใน DSBR ดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบ 

GAM42a, BET42a และ ALF1b เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria โดยนับ

จํานวนกลุมแบคทีเรียดวยดีเอ็นเอโพรบดังกลาวเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed ซึ่งเปน 

ดีเอ็นเอโพรบจําเพาะกับแบคทีเรียทั้งหมด พบวาแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria มีกลุม

แบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนมากถึงรอยละ 70.3 ของแบคทีเรียทั้งหมด 

สวนคลาส Alphaproteobacteria พบนอยมากเพียงรอยละ 2.5 คลาส Betaproteobacteria ไม

พบเลย และที่เหลือเปนแบคทีเรียชนิดอื่นๆ (ภาพที่ 21) โดยผลการนับจํานวนดวยเทคนิค FISH 

พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลองกับผลการตรวจสอบดวย

เทคนิค Clone library เซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบ GAM42a สวนใหญมีลักษณะเปนรูปทอน และ

กระจายตัวโดยเกาะกันไมแนน (ภาพที่ 22) 
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ภาพที ่21  สัดสวนเปนรอยละของแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria เมือ่เทียบกบัปริมาณแบคทีเรีย

ทั้งหมดจากการตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ใน DSBR 

 



 60 

 
 

ภาพที่ 22  ภาพถายตะกอนจุลินทรียจากตัวอยาง DSBR ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH โดยใช    

ดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed และ GAM42a ภาพ A เปนจุลินทรียที่ติดดีเอ็นเอโพรบ 

EUBmixed มองเห็นเซลลเปนสีเขียวจาก Fluorescein ภาพ B เปนตะกอนจุลินทรียที่

ติดดีเอ็นเอโพรบ GAM42a มองเห็นเซลลเปนสีแดงจาก Cy3 

 



บทที่ 5 
สรุปผลและขอเสนอแนะ 

สรุปผล 
จากการทดลองบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนแบบสมบูรณในน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวย

ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน โดยอาศัยกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแยกสองถัง 

โดยการเพิ่มภาระบรรทุกของทั้งแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและไนเตรท-ไนโตรเจน (ลดเวลากักน้ํา) 

พบวาทั้ง NSBR และ DSBR มีสมรรถนะในการบําบัดแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและไนเตรท-

ไนโตรเจนสูง จากการตรวจสอบจํานวนแบคทีเรียดวยเทคนิค MPN แบบไมโครเทคนิค พบการ

ปรากฏของแบคทีเรียไนตริไฟอิงใน NSBR และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงใน DSBR ผลการศึกษา

โครงสรางชุมชนแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA Clone library พบวาใน NSBR มีแบคทีเรีย

แทจริงที่ยังจําแนกชนิดไมไดเปนกลุมเดน พบแบคทีเรียที่คาดวาจะมีบทบาทเปน AOB คือ 

Nitrosococcus oceani เพียงเล็กนอย ไมพบแบคทีเรีย NOB เทาที่มีรายงานการคนพบมากอน 

แมวาจากผลการติดตามดวยวิธีอ่ืน (การวิเคราะหทางเคมีและวิธี MPN) จะพบการปรากฏของ 

NOB คาดวาการออกซิไดสไนไตรทใหเปนไนเตรทอาจจะเกิดจากแบคทีเรียกลุมอ่ืนที่ไมเคยมี

รายงานวาเปน NOB สวนใน DSBR พบแบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดน 

และแบคทีเรียที่พบเปนสวนใหญคือ Methylophaga marina รองลงมาคือ Methylophaga 

thalassica คาดวาแบคทีเรียจีนัส Methylophaga นาจะเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทในกระบวนการ 

ดีไนตริฟเคชันในน้ําที่มีความเค็มโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน 

การศึกษาตะกอนจุลินทรียดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบที่ไดจากงานวิจัยอื่นไม

พบแบคทีเรียกลุม AOB และ NOB ใน NSBR คาดวาพบแบคทีเรียกลุมใหมที่ยังไมเคยมีรายงาน

มากอน สอดคลองกับผลการศึกษาดวยเทคนิค 16S rRNA clone library ที่สวนใหญพบแบคทีเรีย

แทจริงที่ยังไมสามารถจําแนกได ทั้งนี้ใน NSBR ไนเตรทบางสวนอาจถูกรีดิวซในสภาพที่มี

ออกซิเจนอิสระเนื่องจากตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส Halomonas ซึ่งอาศัยอยูภายในฟล็อก สําหรับ 

DSBR พบวา Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลองกับผลการศึกษาดวยเทคนิค 16S 

rRNA clone library เนื่องจากยังไมมีดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะกับกลุมแบคทีเรียที่พบทั้งใน NSBR 

และ DSBR จึงจําเปนตองมีการออกแบบดีเอ็นเอโพรบที่มีความจําเพาะ เพื่อใหสามารถนําไปใชใน

การตรวจสอบเชื้อกลุมนี้ได กลุมแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดทั้งแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิง

เปนกลุมที่มีความจําเพาะ จําเปนตองมีการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีเพิ่มเติม ตลอดจน

การนํากลุมเชื้อแบคทีเรียไปประยุกตใชในสภาพแวดลอมจริง 



 62 

ขอเสนอแนะ 

1.  ควรมีการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ไป

ใชในการออกแบบโพรบสําหรับนําไปใชในการตรวจสอบเชื้อกลุมที่สนใจในการศึกษาขั้นตอไป 

2.  ควรมีการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์ใน DSBR เพื่อนํามาศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีอยาง

ละเอียด ซึ่งจะทําใหยืนยันไดวาเชื้อดังกลาวมีคุณสมบัติในการรีดิวซไนเตรทหรือไนไตรทไดหรือไม 

3.  ควรมีการนํากลุมเชื้อที่ไดไปศึกษาตอเพื่อพัฒนาเปนหัวเชื้อสําหรับนําไปประยุกตใช

ในสภาพแวดลอมจริง 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก  คาเอ็มพีเอ็นสําหรับนับจํานวนแบคทีเรียดวยเทคนิคดวยเอ็มพีเอ็น 

ตารางที่ 13  คาเอ็มพีเอน็ (Rowe, Todd and Waide. 1977) 
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ภาคผนวก ข  สวนประกอบสําหรับเตรียมสารละลายที่ใชกับเทคนิค FISH 

ตารางที่ 14  สวนประกอบของ Formamide และน้ําสาํหรับเตรียม Hybridization buffer 

ปริมาณ Formamide (ไมโครลิตร)  รอยละ Formamide ปริมาณน้ํา (ไมโครลิตร) 

100 5 1498 

200 10 1398 

300 15 1298 

400 20 1198 

500 25 1098 

600 30 998 

700 35 898 

800 40 798 

900 45 698 

1000 50 598 

ตารางที่ 15  สวนประกอบของ NaCl สําหรับเตรียม Wash buffer 

รอยละ Formamide NaCl (M) 5M NaCl (ไมโครลิตร) 0.5 M EDTA (ไมโครลิตร) 

5 0.636 6360 - 

10 0.450 4500 - 

15 0.318 3180 - 

20 0.225 2250 500 

25 0.159 1590 500 

30 0.112 1120 500 

35 0.080 800 500 

40 0.056 560 500 

45 0.040 400 500 

50 0.028 280 500 
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ภาคผนวก ค  ขอมูลเพิ่มเติมเทคนิค 16S rRNA clone library 

ตารางที่ 16  จาํนวนและสมาชิกใน OTU ของ Clone library ตัวอยาง NSBR 

OUT Clone member Total BLAST
% 

BLAST identity 

N1 CN10, CN54, CN56, CN9, CN3, 

CN31, CN134, CN135, CN125, 

CN115, CN25, CN11, CN23, CN85, 

CN131, CN118, CN79, CN101, 

CN75, CN12, CN114, CN69, CN67, 

CN, CN49, CN62 

25 96 Uncultured 

Alphaproteobacteria 

bacterium clone 

HPDOMI2C10 

N2 CN72, CN83, CN52, CN18, CN53, 

CN87, CN80, CN38, CN111, CN74, 

CN44, CN57, CN47, CN26, CN28, 

CN109 

16 83 Uncultured 

bacterium clone 

AKAU3728 

N3 CN129, CN112, CN20, CN6, CN27, 

CN106, CN63, CN4, CN14, CN21, 

CN34 

11 97 Uncultured 

bacterium clone 

nsmpVI 

N4 CN43, CN72, CN16, CN52, CN64, 

CN60, CN66, CN121 

8 98 Actinobacteria 

N5 CN22, CN42, CN82, CN34, CN33, 

CN35, CN41 

7 93 Deinococci 

bacterium 

N6 CN5, CN30, CN84, CN105, CN77, 

CN61 

6 97 M. marina 

N7 CN2, CN98, CN99, CN107, CN122 5 96 Nitrosococus oceani 

N8 CN40, CN89, CN19, CN119 4 96 Uncultured clone 

HP1B89 

N9 CN15, CN7 , CN13 3 98 Denitromonas 

indolicum 
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ตารางที่ 16 (ตอ) 

N10 CN68, CN81, CN90 3 91 Cryomopha ignava 

N11 CN18 1 95 Xanthomonas like sp. 

V4.BO.41 

N12 CN24 1 92 Uncultured clone 

KD4-19 

N13 CN48 1 96 Subtercola 

frigoramans 

N14 CN58 1 97 Uncultured clone 

ELB25-087 

N15 CN78 1 94 Uncultured clone 

KD6-102 

N16 CN93 1 84 Uncultured clone 

HP1B89 

N17 CN97 1 97 Uncultured 

Actinobacteria 

bacterium clone 

AKYH1051 

N18 CN100 1 94 Uncultured 

bacterium clone 

ELB16-189 

N19 CN117 1 96 Uncultured 

bacterium clone 

4RHU22 

N20 CN132 1 97 Uncultured alpha 

proteobacterium 

clone 131637 
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ตารางที่ 17  จาํนวนและสมาชิกใน OTU ของ Clone library ตัวอยาง DSBR 

 

OTU Clone member Total BLAST 
% 

BLAST identity 

D1 CD4, CD6, CD15, CD16, CD20, 

CD22, CD24, CD29, CD31, 

CD32, CD38, CD40, CD49, 

CD51, CD54, CD64, CD69, 

CD70, CD75, CD77, CD81, 

CD84, CD88, CD95, CD98, 

CD100, CD104, CD41, CD44, 

CD45, CD46, CD48, CD57, 

CD59, CD62, CD67, CD71, 

CD72, CD73, CD78, CD82, 

CD89, CD6, CD85, CD96, CD21, 

CD93, CD102, CD114, CD61, 

CD76, CD5, CD83, CD90, CD9, 

CD110, CD13, CD11, CD96, CD8 

60 98 MM16S5989, 

Methylophaga marina 

D2 CD3, CD12, CD10, CD30, CD55, 

CD80, CD112, CD50, CD39, 

CD79, CD91, CD113, CD115 

13 95 AY228697.1, Uncultured 

clone SSE5 

D3 CD27, CD28, CD34, CD66, 

CD86, CD99, CD107, CD119, 

CD121, CD116 

10 98 MT16S5690,  

Methylophaga thalassica 

D4 CD18, CD19, CD58, CD 109, 

CD92, CD101, CD23, CD37, 

CD94 

9 97 AB212891.1, Uncultured 

clone nsmpVI14 

D5 CD25, CD68, CD120, CD35, 

CD25 

5  Vitellibacter 

viladivostokensis 
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ตารางที่ 17 (ตอ)    

D6 CD36, CD87, CD108, CD63 4  Uncultured clone 

Nubeena269 

D7 CD7, CD14, CD60 3  Uncultured clone 

ccslm285 

D8 CD33 1 97 AF387348, Bacterium 

PV-4 

D9 CD1 1 98 AF069496, Trojanella 

thessalonices 
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ภาพที ่23  ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางตะกอนจุลินทรียใน NSBR (หลุมที ่1 และ 3) และ DSBR 

(หลุมที ่2 และ 4) 

 

 
 

ภาพที ่24  PCR product ที่ไดรับจากการเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR จาก

ตัวอยางดีเอ็นเอของ NSBR โดยหลุมที่ 2-7 ใชดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ใน

ปริมาณที่แตกตางกนั สวนหลุมที่ 8 เปน Negative control 

 
 

ภาพที ่25  รูปแบบของแบนดของ OTU D1 (ลูกศร) จากการตรวจสอบดวยเทคนิค REA โดยการ

ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinP1I และ Msp1 แลวแยกดวย Gel electrophoresis 

ดวย Agarose รอยละ 3 
 

1500 bp 

500 bp 

 
100  bp 
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ภาพที ่26  Chromatogram จากการหาลําดับเบสยีน 16S rRNA ของ OTU N1 



 89 

ประวัติยอผูวิจัย 

ชื่อ นายดอกรกั ชัยสาร 

เกิด 5 มิถุนายน 2522 

สถานที่เกิด 112 ม.3 บ.แสนสนกุ ต.พระแกว อ.สังขะ จ.สุรินทร 

ที่อยูปจจุบัน 140 ม.4 ต.เขารูปชาง อ.เมอืง จ.สงขลา 

อีเมลล chaisarn@gmail.com 

ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2545 วทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาชวีวทิยา มหาวทิยาลยัทกัษณิ 

 พ.ศ. 2549 วทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาชีววทิยา มหาวิทยาลัยทกัษิณ 

ผลงานทางวิชาการ 
ดอกรัก ชัยสาร ปารีดะ สาเหาะ ประดิษฐ ต้ังสกุล นพดล ศุกระกาญจน และนุกูล อินทระสังขา. 

(2547). “การตรวจสอบแบคทีเรียที่มีศักยภาพเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงกุงทะเล

โดยใชเทคนิค Fluorescence in situ Hybridization (FISH),”. วารสารวิทยาศาสตร

ทักษิณ. 1(1): 95-106. 

บุญกอบ วิริยพงศสุธี ดอกรัก ชัยสาร สุภฎา คีรีรัฐนิคม นุกูล อินทระสังขา พูนสุข ประเสริฐสรรพ 

และ กิจการ ศุภมาตย. (2548). “การใชเทคนิค fluorescence in situ hybridization 

(FISH) เพื่อศึกษาจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของกุงขาว (Penaeus vannamei),” 

วารสารสงขลานครินทร. 27(1) : 275-282. 

ดอกรัก ชัยสาร ปารีดะ สาเหาะ ประดิษฐ ต้ังสกุล นพดล ศุกระกาญจน และ นุกูล อินทระสังขา. 

(2547). “การศึกษาประสิทธิภาพการใชแบคทีเรียโปรไบโอติกในการควบคุมคุณภาพน้ํา

ในระบบการเลี้ยงกุงทะเล,” ใน รายงานการประชุมทางวิชาการสิ่งแวดลอมแหงชาติคร้ังที่ 

3, (หนา 481-488). 28 มกราคม - 29 มกราคม 2547. ณ โรงแรมบีพีแกรนดทาวเวอร 

จังหวัดสงขลา. 

ดอกรัก ชัยสาร จรรยารัตน พวงฟู และ นุกูล อินทระสังขา (2549). “การศึกษาโครงสราง

แบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระบบเอสบีอารที่บําบัดน้ําทิ้งที่มีความ

เค็มดวยเทคนิค 16S rRNA” ใน การประชุมวิชาการสิ่งแวดลอมแหงชาติคร้ังที่ 5.             

8 มีนาคม -10 มีนาคม 2549. กรุงเทพฯ : สมาคมวิศวกรรมสิ่งแวดลอมแหงประเทศไทย. 


	title page
	approval sheet
	abstract
	acknowledment
	table of contents
	list of tables
	list of figures
	chapter 1
	chapter 2
	chapter 3
	chapter 4
	chapter 5
	bibliography
	appendix
	biography

