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บทคัดยอ 

น้ําทิ้งที่มีความเค็มมีที่มาจากแหลงอุตสาหกรรมและการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงเปน

หลักสวนใหญมีการปนเปอนสารประกอบไนโตรเจนในปริมาณสูง การศึกษานิเวศวิทยาของ

แบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงมีประโยชนในการควบคุมการทํางานของระบบบําบัดน้ําเสีย

ใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันอยางมีประสิทธิภาพ การศึกษานี้ไดทดลอง

บําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนในน้ําทิ้งความเค็ม 25 พีพีทีดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน โดย

ปอนน้ําเสียในถังเติมอากาศดวยน้ําเสียสังเคราะหที่มีแอมโมเนียม-ไนโตรเจน 100 มิลลิกรัมตอ

ลิตร (Nitrifying sequencing batch reactor ; NSBR) นําน้ําปลอยทิ้งจาก NSBR ซึ่งมีไนเตรท

เปนผลผลิตมาเติมเมทานอลดวยอัตราสวนเมทานอลตอ ไนเตรทเทากับ 3:1 แลวสงตอใหกับถังที่

สองซ่ึงเปนถังไรออกซิเจนอิสระ (Denitrifying sequencing batch reactor; DSBR) ดําเนินระบบ

ดวยอายุตะกอน 60 วัน ระยะเวลากักน้ํา 1.75 วัน พบวา NSBR มีสมรรถนะในการบําบัด

แอมโมเนียรอยละ 99.9 DSBR มีสมรรถนะในการบําบัดไนเตรทรอยละ 99.3 อัตราการเกิด

กระบวนการไนตริฟเคชันจําเพาะของ NSBR เทากับ 0.20 mgNH4
+-N mgMLVSS-1d-1 อัตราการ

เกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันจําเพาะของ DSBR เทากับ 0.15 mgNO3-N mgMLVSS-1d-1 การ

นับจํานวนดวยเทคนิค MPN (Most probable number) พบ AOB (Ammonia oxidizing 

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

(Denitrifying bacteria) ในปริมาณตางกัน การศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียดวยเทคนิค     

16S rRNA clone library ใน NSBR พบกลุมแบคทีเรียแทจริงที่ยังจําแนกชนิดไมได (Unidentified 

Eubacterium) เปนกลุมเดนรอยละ 39 ของจํานวน Clone ทั้งหมด พบ Nitrosococus oceani 

รอยละ 4 คาดวาเปน AOB ที่มีบทบาทในการออกซิไดซแอมโมเนีย แตไมพบแบคทีเรียที่เคยมี

รายงานวาเปน NOB คาดวานาจะเปน NOB ชนิดใหม สวน DSBR พบ Methylophaga marina 

ซึ่งเปนสมาชิกของคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนคิดเปนรอยละ 56.6 ของจํานวน 

Clone ทั้งหมด คาดวานาจะเปนกลุมที่มีบทบาทในการรีดิวซไนเตรท เมื่อทดสอบดวยเทคนิค 

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

NOB จากงานวิจัยอื่นพบวาใน NSBR ไมพบทั้ง AOB และ NOB สวนใน DSBR พบ 

Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวยเทคนิค 16S rRNA clone 

library ผลการศึกษาแสดงวาใน NSBR พบแบคทีเรียกลุมใหมที่มีลักษณะเฉพาะซึ่งตองมี

การศึกษาเพิ่มเติม สวนใน DSBR นั้น Methylophaga นาจะเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทใน

กระบวนการดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน 



 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) โดยเฉพาะสารประกอบไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเปนสาเหตุหลัก

ของปญหายูโทรฟเคชัน (Eutrophication) สงผลกระทบทั้งทางตรงและทางออมตอส่ิงมีชีวิตใน

แหลงน้ํา (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ. 2544) มีตนกําเนิดจากกิจกรรมหลายประเภท เชน อุตสาหกรรม 

แหลงชุมชน เกษตรกรรม โดยเฉพาะการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงเปนแหลงกําเนิดหลักของน้ําเสีย

ที่มีความเค็ม (Saline wastewater) ซึ่งนอกจากจะมีความสกปรกในรูปของสารอินทรียคารบอน

แลวยังมีความสกปรกในรูปของธาตุอาหารโดยเฉพาะไนโตรเจนเปนอยางมาก (Briggs and 

Funge-Smith. 1994 ; Tookvinas et al. 2001) แมวาการบําบัดน้ําเสียในขั้นที่สาม (Tertiary 

treatment) ซึ่งเปนการบําบัดธาตุอาหารจะไดรับการยอมรับในประเทศที่พัฒนาแลว โดยมีการ

พัฒนาและออกแบบระบบบําบัดแบบเอเอส (Activated sludge ; AS) ใหมีความสามารถในการ

บําบัดธาตุอาหารทางชีวภาพ (Biological nutrient removal ; BNR) ไดมากขึ้นนอกเหนือจากการ

บําบัดคารบอนเพียงอยางเดียว (นุกูล อินทระสังขา. 2547) สําหรับในประเทศไทยการบาํบดัน้าํเสยี

ในขั้นที่สามยังไมเปนที่แพรหลายมากนัก เนื่องจากทําใหคาใชจายเพิ่มสูงขึ้นและยังขาดมาตรการ

บังคับใชทางกฎหมาย 

การบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพ (Biological nitrogen removal) เปนการอาศัยการ

ทํางานของจุลินทรียเปลี่ยนรูปสารประกอบไนโตรเจน ซึ่งจุลินทรียแตละชนิดมีความตองการ

สารอาหารและสภาวะในการเจริญที่แตกตางกัน โดยเฉพาะลักษณะชุมชนจุลินทรียในระบบบําบัด

น้ําเสียนั้นมีความซับซอน ประกอบไปดวยจุลินทรียหลายกลุมอาศัยอยูรวมกันและมีความสัมพันธ

ระหวางกันและกัน (Bitton. 1994) ดังนั้นความรูความเขาใจการอยูรวมกันของจุลินทรียจึงมีความ

จําเปนสําหรับเปนขอมูลในการสรางสภาวะที่เหมาะสมตลอดจนการควบคุมดูแลระบบบําบัดน้ํา

เสียใหมีประสิทธิภาพ สําหรับน้ําเสียที่มีความเค็มมีลักษณะจําเพาะไมเหมือนน้ําเสียทั่วไป ความ

เขมขนของเกลือโดยเฉพาะจาก NaCl มีผลโดยตรงตอการเจริญและชนิดของจุลินทรีย จึงสงผลตอ

ประสิทธิภาพของระบบในการบําบัดธาตุอาหารดวย (Uygur. 2006 ; Nugul Intrasungkha. 

1998) ซึ่งปจจุบันประเทศไทยมีงานวิจัยเกี่ยวกับการบําบัดไนโตรเจนในน้ําเค็มและจุลินทรียที่

เกี่ยวของไมมาก 
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การศึกษาจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการบําบัดน้ําเสียที่ผานมาอาศัยเทคนิค

ที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture-dependent method) ทําใหไมสามารถเขาใจถึง

กระบวนการทางชีวภาพในการบําบัดไนโตรเจนของจุลินทรียไดอยางสมบูรณเนื่องจากจุลินทรียใน

ส่ิงแวดลอมสวนใหญไมสามารถเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อได (Amann, Ludwig and 

Schleifer. 1995) เทคนิคทางชีวโมเลกุลจึงถูกพัฒนาอยางรวดเร็วในชวงทศวรรษที่ผานมา 

โดยเฉพาะเทคนิคที่อาศัยไรโบโซมอลอารเอ็นเอ (Ribosomal ribonucleic acid ; rRNA) ซึ่งเปน

การศึกษาจุลินทรียโดยตรง ในที่อยูอาศัย (in situ) โดยไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture-

independent method) แตเปนเทคนิคที่อาศัยขอมูลจากลําดับนิวคลีโอไทดของ rRNA มาใชใน

การเปรียบเทียบและจําแนกสิ่งมีชีวิตแทนซึ่งศึกษาไดทั้งชนิดและปริมาณ ทําใหชวยลดขอจํากัด

ของเทคนิคการศึกษาจุลินทรียแบบดั้งเดิมได และสามารถศึกษาจุลินทรียที่มีบทบาทในระบบ

บําบัดน้ําเสียไดอยางแมนยํามากยิ่งขึ้น (Scharmm and Amann. 2000) 

การศึกษาครั้งนี้ไดทดลองบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนในน้ําทิ้งที่มีความเค็มระดับ 25 

พีพีทีดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน โดยถังแรกเปนถังเติมอากาศเพื่อทําใหเกิดการบําบัด

แอมโมเนียโดยกระบวนการไนตริฟเคชันของกลุมแบคทีเรียไนตริไฟอิง จากนั้นน้ําทิ้งซึ่งมีไนเตรทใน

ถังแรกจะถูกสงตอไปถังที่สองซ่ึงเปนถังไรออกซิเจนอิสระเพื่อบําบัดไนเตรทโดยอาศัยกระบวนการ

ดีไนตริฟเคชันของกลุมแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง ซึ่งถือเปนการบําบัดไนโตรเจนในน้ําทิ้งอยางสมบูรณ 

จากนั้นทําการศึกษาโครงสรางแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระบบดวยเทคนิค

ที่ไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อคือเทคนิคดานไรโบโซมอลอารเอ็นเอ (rRNA approach) ไดแกเทคนิค 

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

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนแบบสมบูรณในน้ําทิ้งที่มี

ความเค็มดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 

2.  เพื่อศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันและ     

ดีไนตริฟเคชันในการบาํบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนโดยใชเทคนิค

ทางชีวโมเลกลุ 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
1.  ทราบถงึโครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่เกีย่วของหรือมีบทบาทในกระบวนการ           

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันในน้ําที่มีความเค็ม 

2.  เปนขอมูลสําหรับการออกแบบตัวติดตามทางชีวภาพ เพื่อนาํไปใชตรวจสอบติดตาม

แบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงในสิง่แวดลอม 

3.  เปนขอมูลพื้นฐานสาํหรับการออกแบบและควบคุมระบบบําบัดน้าํเสียเพื่อใหระบบมี

ประสิทธิภาพในการบาํบัดสารอินทรียไนโตรเจนในน้ําเสยีที่มีความเคม็ 

4.  ไดเชื้อแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงซึง่สามารถนําไปประยุกตใชในการ

บําบัดน้าํทิง้ในสภาพแวดลอมจริงตอไปได 

 

ขอบเขตการวิจัย 
1.  ศึกษาประสิทธิภาพและอัตราการบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนในน้ําทิ้งที่มีความ

เค็มรอยละ 2.5 (NaCl) ดวยระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 

2.  ศึกษาโครงสรางของกลุมแบคทีเรียในระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่บําบัดสาร

แอมโมเนียไนโตรเจนจากน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน ดวย

เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

3.  ศึกษาโครงสรางชุมชนแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone library ในระบบ   

เอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่บําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนจากน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวยกระบวนการ    

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 
 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ  

การเจริญเติบโตและขยายตัวอยางรวดเร็วของเศรษฐกิจและการเพิ่มจํานวนประชากร

มนุษยอยางรวดเร็วไดกอใหเกิดมลพิษจากกิจกรรมตางๆ เพิ่มมากยิ่งขึ้น โดยเฉพาะปญหาน้ําเสีย

ซึ่งกอใหเกิดผลกระทบโดยตรงตอส่ิงแวดลอมและสงผลกระทบตอเนื่องมาถึงมนุษย การจัดการน้ํา

เสียจึงเปนเรื่องสําคัญที่จะชวยปกปองสิ่งแวดลอมใหคงอยูอยางยั่งยืนตลอดไป 

1.  ปญหาน้ําเสียและน้ําเสียที่มีความเค็ม 
“น้ําเสีย” หมายถึง น้ําที่มีส่ิงเจือปนจนกระทั่งกลายเปนน้ําที่ไมตองการ และนารังเกียจ

ของคนทั่วไป ไมเหมาะสมสําหรับใชประโยชนอีกตอไป หรือถาปลอยลงสูแหลงน้ําธรรมชาตกิจ็ะทาํ

ใหคุณภาพน้ําของธรรมชาติเสียหายได (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) แหลงกําเนิดน้ําเสียมาจาก

กิจกรรมตางๆ ของมนุษย เชน อุตสาหกรรม แหลงชุมชน เกษตรกรรม ลักษณะของน้ําเสียนอกจาก

จะมีความสกปรกในรูปของสารอินทรียแลวยังมีความสกปรกในรูปของสารอนินทรียดวย 

โดยเฉพาะธาตุอาหาร (Nutrient) ที่สําคัญอยางเชนไนโตรเจนและฟอสฟอรัส เมื่อมีปริมาณสูงใน

แหลงน้ําจะทําใหเกิดการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วของสาหรายและพืชน้ํา ซึ่งเปน

สาเหตุสําคัญที่ทําใหระดับออกซิเจนในน้ําลดลงต่ํามากทั้งในชวงที่สาหรายและพืชน้ํามีการเติบโต

อยางรวดเร็วและหลังจากตายแลว ทั้งนี้เนื่องจากมีการปลดปลอยสารอินทรียสูแหลงน้ํา (ธงชัย  

พรรณสวัสด์ิ. 2544) นอกจากนี้ยังทําใหเกิดวัชพืชน้ําซึ่งเปนปญหาแกการสัญจรทางน้ําดวย 

สําหรับน้ําเสียที่มีความเค็มสวนใหญมีแหลงที่มาจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงและ

อุตสาหกรรมที่เกี่ยวของ โดยพบวาน้ําเสียที่ถูกปลอยออกจากการเพาะเลี้ยงกุงทะเลโดยไมผานการ

บําบัดมีความสกปรกในรูปสารอินทรียและธาตุอาหารโดยเฉพาะแอมโมเนีย-ไนโตรเจนในปริมาณ

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

เกิดจากกิจกรรมดังกลาวกอนปลอยออกสูส่ิงแวดลอมจึงมีความสําคัญและจําเปนอยางยิ่ง 

ในทวีปเอเชียการเพาะเลี้ยงกุงถือเปนกิจกรรมหลักของการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยมีการ

สงออกกุงมากถึงรอยละ 91 ของผลผลิตกุงทั่วโลก (FAO. 2003) สําหรับประเทศไทยมีการ

เพาะเลี้ยงกุงตลอดแนวชายฝงทะเลของไทยทั้งฝงอาวไทยและฝงทะเลอันดามัน ของเสียจากการ

เลี้ยงกุงซึ่งเกิดจากอาหารที่กุงกินไมหมดและสิ่งขับถายของกุงเมื่อสะสมอยูกนบอจะถูกยอยสลาย

ดวย จุลินทรียในสภาวะไรอากาศทําใหเกิดสารพิษคือแอมโมเนียและไนไตรทซึ่งเปนพิษโดยตรงตอ

สัตวน้ํา (Avnimelech and Ritvo. 2003) นอกจากนี้หากมีการปลดปลอยน้ําจากการเลี้ยงซึ่งอุดม
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ไปดวยธาตุอาหารออกสูแหลงน้ําชายฝงก็จะสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมเปนอยางมาก (Shang, 

Leung and Ling. 1998) ในการเพาะเลี้ยงกุงมีการใชอาหารที่มีปริมาณไนโตรเจนสูงมาก จาก

การศึกษาการเลี้ยงกุงแบบพัฒนาบริเวณชายฝงทะเลของประเทศออสเตรเลียพบวาสารไนโตรเจน

ที่เขาสูบอกุงสวนใหญ (รอยละ 90) มาจากอาหารกุง แตมีไนโตรเจนเพียงรอยละ 22 เทานั้นที่ถูก

นําไปใชสรางเปนเนื้อกุง ที่เหลือจะกลายเปนมลพิษทั้งในบอเลี้ยงและปลอยออกสูส่ิงแวดลอม

ภายนอกโดยไนโตรเจนรอยละ 57 จะถูกปลอยออกสูส่ิงแวดลอม (ภาพที่ 1) สวนอีกรอยละ 14 จะ

อยูในเลนกนบอ (Jackson et al. 2003) สอดคลองกับการศึกษาการเลี้ยงกุงแบบพัฒนาใน

ประเทศไทยซึ่งพบวามีไนโตรเจนเพียงรอยละ 21 ของอาหารกุงเทานั้นที่ถูกเปลี่ยนไปเปนเนื้อกุง 

สวนที่เหลืออีกประมาณรอยละ 35 ถูกปลอยออกสูส่ิงแวดลอม (Briggs and Funge-Smith. 

1994) สวนในการเลี้ยงกุงแบบกึ่งพัฒนาพบวาไนโตรเจนสวนใหญคือรอยละ 72 ของไนโตรเจนที่

เขาไปในบอจะถูกปลอยออกสู ส่ิงแวดลอมดวยการเปลี่ยนถายน้ํา (Teichert-Coddington, 

Martinez and Ramirez. 2000) 

 

 

 

ภาพที ่1  สัดสวนปริมาณของไนโตรเจนในรูปแบบตางๆ ที่เขาสูบอ (A) และหลังเขาไปในบอ (B) 

จากการเลี้ยงกุงแบบพฒันา (Jackson et al. 2003) 

 

นอกจากการเลี้ยงกุงในบอดินแลวการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําในกระชังก็กอใหเกิดการ

ปนเปอนของไนโตรเจนในปริมาณสูงเชนกันซึ่งเปนการปลดปลอยมลพิษลงสูแหลงน้ําธรรมชาติ

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 โดยการเลี้ยงปลาในกระชังมีการใชไนโตรเจนในอาหารปลาสูงตั้งแต 47.3 - 320.6 

กิโลกรัมตอตันของผลผลิตปลาขึ้นอยูกับชนิดของปลา ทั้งนี้ปลาแตละชนิดมีความแตกตางดาน

พฤติกรรมการกินอาหารและมีความสามารถในการนําไนโตรเจนไปสรางเนื้อหรืออัตราแลกเนื้อได

ตางกัน จากการศึกษาโดย Islam (2005) พบวาโดยเฉลี่ยการเลี้ยงปลาในกระชังจะมีการ

ปลดปลอยไนโตรเจน 132.5 กิโลกรัม และฟอสฟอรัส 25 กิโลกรัม ออกสูส่ิงแวดลอมตอผลผลิต

ปลา 1 ตัน หรือหากมีผลผลิตปลา 10,000 ตันจะมีการปลดปลอยไนโตรเจนและฟอสฟอรัสสูงถึง 

1,325 ตัน และ 250 ตัน ตามลําดับ 

จะเห็นไดวาทั้งการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําทั้งในบอดินและในกระชังนั้นเกิดการปลดปลอย

ไนโตรเจนออกสูส่ิงแวดลอมอยางมหาศาล ดังนั้นหนวยงานที่รับผิดชอบดานสิ่งแวดลอมใน

ประเทศไทยไดกําหนดมาตรฐานเพื่อควบคุมการระบายน้ําทิ้งจากการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝง 

โดยกําหนดใหคาไนโตรเจนรวม (Total nitrogen) ซึ่งเปนผลรวมระหวางไนโตรเจนละลาย (Total 

dissolved nitrogen) กับไนโตรเจนแขวนลอย (Total particulate nitrogen) ในน้ําทิ้งที่ผานการ

บําบัดแลวจากบอเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝงจะตองมีคาไมเกิน 4 มิลลิกรัมตอลิตร สวนคา

แอมโมเนีย (NH3-N) จะตองมีคาไมเกิน 1.1 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งมีผลบังคับใชกับบอขนาด 10 ไร

ข้ึนไป (กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม. 2547) 

2.  การบําบัดน้ําเสีย 
เพื่อปองกันและควบคุมไมใหน้ําเสียสรางผลกระทบตอส่ิงแวดลอมจําเปนตองมีการ

บําบัดน้ําเสียกอนถูกปลดปลอยออกสูส่ิงแวดลอม การเลือกระบบบําบัดน้ําเสียขึ้นอยูกับหลาย

ปจจัย เชน ลักษณะของน้ําเสีย ระดับการบําบัดน้ําเสียที่ตองการ คากอสราง คาดําเนินการดูแล

และบํารุงรักษา และขนาดของพื้นที่สําหรับใชในการกอสราง เปนตน สามารถแบงการบําบัดน้ํา

เสียไดสามแบบตามกลไกที่ใชในการกําจัดสิ่งเจือปน แบบที่หนึ่งคือการบําบัดทางกายภาพ 

(Physical treatment) เปนการใชอุปกรณเพื่อแยกเอาสิ่งเจือปนออกจากน้ําเสีย เชน ของแข็งขนาด

ใหญ พลาสติก กรวด ไขมัน เปนตน แบบที่สองคือการบําบัดทางเคมี (Chemical treatment) เปน

การใชกระบวนการทางเคมีเพื่อทําปฏิกิริยากับส่ิงเจือปนในน้ําเสีย ใชสําหรับน้ําเสียที่มี

สวนประกอบอยางใดอยางหนึ่งเชน สารพิษ โลหะหนัก เปนตน และแบบที่สามคือ การบําบัดทาง

ชีวภาพ (Biological treatment) เปนการบําบัดโดยใชกระบวนการทางชีวภาพหรือเปนการอาศัย  

จุลินทรียในการกําจัดสิ่งเจือปนในน้ําเสียโดยเฉพาะสารอินทรียคารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส 

โดยสารเหลานี้จะถูกใชเปนอาหารและเปนแหลงพลังงานของจุลินทรียในถังเลี้ยงเชื้อเพื่อการ

เจริญเติบโต ทําใหน้ําเสียมีคาความสกปรกลดลง (กรมควบคุมมลพิษ. 2547) การบําบัดน้ําเสีย
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สามารถแบงตามลําดับข้ันตอนเปนระดับตางๆ ของการบําบัดได 3 ระดับคือ การบําบัดขั้นที่หนึ่ง 

การบําบัดขั้นที่สอง และการบําบัดขึ้นที่สาม ซึ่งในแตละระดับสามารถแบงเปนระดับยอยไดอีก 

รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 1 
 

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

ระดับการบาํบัด รายละเอียดการบาํบัด 

การบําบัดขั้นแรก 

(Preliminary treatment) 

กําจัดสิ่งเจือปนที่อยูในน้ําเชน เศษไม ไขมัน กรวด ที่อาจเปน

อุปสรรคตอการบําบัดและดูแลระบบ 

การบําบัดขั้นที่หนึ่ง 

(Primary treatment) 

กําจัดสารอนิทรียและของแข็งแขวนลอยบางสวน 

การบําบัดขั้นที่หนึ่งชั้นสงู 

(Advanced primary 

treatment) 

กําจัดสารอนิทรียและเพิม่พนูการกําจัดของแข็งแขวนลอย 

โดยทัว่ไปจะใชการกรองหรอืการเติมสารเคมี  

การบําบัดขั้นที่สอง 

(Secondary treatment) 

กําจัดสารอนิทรียทีย่อยสลายได, ของแขง็แขวนลอย และรวมถงึ

การฆาเชื้อโรค (Disinfection) ดวย 

การบําบัดธาตอุาหารขั้นที่

สอง (Secondary with 

nutrient removal) 

กําจัดสารอนิทรียทีย่อยสลายได, ของแขง็แขวนลอย และธาตุ

อาหาร (ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส หรือทัง้ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส) 

การบําบัดขั้นที่สาม 

(Tertiary treatment) 

กําจัดธาตุอาหาร การฆาเชือ้โรค และกําจดัของแข็งแขวนลอยที่

เหลือหลงัจากการบําบัดขั้นที่สองซ่ึงโดยทัว่ไปจะใชการกรองดวย

ตัวกลางทีม่ีลักษณะเปนเมด็หรือใชตะแกรงละเอียด 

(Microscreen) 

การบําบัดขั้นสูง 

(Advanced treatment) 

กําจัดสารที่ละลายหรือแขวนลอยอยูในน้ําที่เหลือจากการบําบัด

ธาตุอาหารทางชีวภาพแบบทั่วไปสําหรับกรณีที่ตองการนําน้ํา

กลับไปใชใหม 

 

ระบบบําบัดน้ําเสียที่อาศัยหลักการทางชีวภาพมีหลายรูปแบบ เชน ระบบเอเอส 

(Activated sludge, AS) ระบบแผนจานหมุนชีวภาพ (Rotating biological contactor, RBC) 

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

กรองไรอากาศ (Anaerobic filter, AF) เปนตน (Bitton. 1994) การเลือกใชระบบใดนั้นขึ้นอยูกับ

หลายปจจัย เชน ลักษณะของน้ําเสีย สภาพของพื้นที่ เปนตน ในที่นี้จะกลาวถึงระบบบําบัดน้ําเสีย

แบบเอเอสซึ่งไดรับความนิยมใชในการบําบัดน้ําเสียอยางแพรหลาย 
2.1 ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอเอส 
ปจจุบันระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอเอสเปนที่นิยมใชกันแพรหลาย สามารถบําบัดได

ทั้งน้ําเสียชุมชนและน้ําเสียอุตสาหกรรมโดยอาศัยการยอยสลายสารอินทรียดวยแบคทีเรียแอโรบิค

หรือใชออกซิเจน (Aerobic bacteria) เปนหลัก ระบบประกอบไปดวยถังเติมอากาศ (Aeration 

tank) และถังตกตะกอน (Sedimentation tank) โดยเติมน้ําเสียเขาถังเติมอากาศซึ่งมีตะกอน       

จุลินทรียหรือเรียกวา “สลัดจ” (Sludge) อยูเปนจํานวนมากดวยสภาวะภายในถังที่เอื้อตอการ

เจริญเติบโต จุลินทรียเหลานี้จะยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสียใหอยูในรูปของคารบอนไดออกไซด 

(CO2) และน้ําในขั้นสุดทาย (Bitton. 1994) หลังผานการบําบัดน้ําเสียจะไหลตอไปยงัถงัตกตะกอน

เพื่อแยกสลัดจออก สลัดจที่แยกตัวอยูที่กนถังตกตะกอนสวนหนึ่งจะถูกสูบกลับเขาไปในถังเติม

อากาศอีกครั้งเพื่อรักษาความเขมขนของสลัดจในถังเติมอากาศใหไดตามที่กําหนด (ภาพที ่2) และ

อีกสวนหนึ่งจะเปนสลัดจสวนเกิน (Excess sludge) ที่ตองนําไปกําจัดตอไป สวนน้ําใสสวนบนจะ

เปนน้ําทิ้งที่สามารถระบายออกสูส่ิงแวดลอมได (Tchobanoglous, Burton and Stensel. 2002) 

 

 
 

ภาพที ่2  แผนผังระบบบําบดัน้ําเสียแบบเอเอสโดยทัว่ไป 

 

ปจจุบันมีการพัฒนาใชงานระบบเอเอสหลายรูปแบบ เชน ระบบแบบกวนสมบูรณ 

(Completely mixed system) กระบวนการปรับเสถียรสัมผัส (Contact stabilization process) 

หรือระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร (Sequencing batch reactor, SBR) เปนตน (กรมควบคุม

มลพิษ. 2547) โดยในประเทศที่พัฒนาแลวไดมีการออกแบบระบบเอเอสใหมีความสามารถในการ

บําบัดธาตุอาหารไดมากขึ้นนอกเหนือจากการบําบัดสารอินทรียคารบอนเพียงอยางเดียว สําหรับ

Aeration tank   

Return sludge Excess 

Raw 

wastewater 
Effluent 

Primary clarifier Final clarifier 



 9 

ประเทศไทยการบําบัดธาตุอาหารยังไมเปนที่ยอมรับมากนัก เนื่องจากทําใหคาใชจายสูงขึ้นและ

ขาดมาตรการบังคับใชทางกฎหมาย รวมทั้งตองอาศัยผูที่มีความรูความเขาใจในกระบวนการ

บําบัดเปนอยางดีดวย 
2.2 ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร 
ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอารเปนการพัฒนาจากระบบเอเอส จัดเปนระบบ     

เอเอสประเภท “เติมเขา-ถายออก” (Fill and draw activated sludge) โดยไดรวมเอาถังเติม

อากาศและถังตกตะกอนเขาดวยกันเพียงถังเดียวมีรอบการทํางาน (Cycle) ดังนี้ ระยะเติมน้ําเสีย 

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

ระบบ (Idle) (ภาพที่ 3) ขอดีของระบบนี้คือสะดวกในการควบคุมดูแลและประหยัดพื้นที่ในการ

ติดตั้งดําเนินการ (Rim et al. 1997) สามารถปรับยืดหยุนชวงเวลาตางๆ ของแตละระยะไดเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพการบําบัดใหสูงขึ้น พบวาสามารถนําระบบเอสบีอารมาประยุกตใชในการบําบัด

ธาตุอาหารในน้ําทิ้งหลากหลายลักษณะไดดี (EPA. 1999) เชน มีการใชระบบเอสบีอารบําบัดธาตุ

อาหารในน้ําทิ้งที่มีความเค็มสูงถึงรอยละ 3.5 ของ NaCl (Intrasungkha, Keller and Blackall. 

1999) นอกจากนี้มีการใชเทคโนโลยีข้ันสูงเขามาปรับใชกับระบบเอสบีอารแบบธรรมดาทําใหเปน

ระบบมีสมรรถนะสูงขึ้น เชน มีการเติมน้ําเสียเขาถังแบบตอเนื่องเขาที่กนถัง (Continuous flow 

sequencing batch reactor) แลวปรับลดชวงเวลาใหเหลือเพียง 3 ระยะคือ ระยะทําปฏิกิริยา 

ระยะตกตะกอน และระยะปลอยน้ําทิ้ง (Mahvi, Mesdaghinia and Karakani. 2004) 

 

 
 

ภาพที ่3  แผนผังระยะการทาํงานใน 1 รอบของระบบเอสบีอารโดยทัว่ไป 

Anoxic Aerobic 

React 

Settle 

Treated effluent 

Sludge excess 

Fill 

Draw 
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3.  วัฏจักรไนโตรเจน (Nitrogen cycle) 
ธาตุไนโตรเจน (N) เปนสวนประกอบของโปรตีนและกรดนิวคลีอิกในเซลลจุลินทรีย พืช 

และสัตวจึงเปนธาตุที่มีความจําเปนตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิด โดยไนโตรเจนในรูปกาซ (N2) เปน

สวนประกอบหลักในบรรยากาศของโลก (รอยละ 79) เนื่องจากเปนรูปที่คงตัวที่สุด แตส่ิงมีชีวิต

สวนใหญไมสามารถใชไนโตรเจนในรูปกาซไดหากยังไมมีการเปลี่ยนไปอยูในรูปแอมโมเนีย

เสียกอน (Bitton. 1994) ไนโตรเจนมีการเปลี่ยนแปลงเปนรูปแบบตางๆ ทั้งในรูปของสารอนินทรีย

ไนโตรเจนและสารอินทรียไนโตรเจนในสิ่งแวดลอมตางๆ บนโลกเรียกวาเปน “วัฏจักรไนโตรเจน” 

ดังแสดงในภาพที่ 4 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 
3.1  การตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixation)   
เปนการรีดิวซกาซไนโตรเจนเปนแอมโมเนียม แลวเปลี่ยนแอมโมเนียมใหอยูในรูป

สารอินทรีย แมวาในบรรยากาศของโลกจะประกอบไปดวยกาซไนโตรเจนเปนหลัก แตส่ิงมีชีวิต

สวนใหญไมสามารถรีดิวซกาซไนโตรเจนได เนื่องจากตองอาศัยพลังงานอยางมากในการสลาย

พันธะไนโตรเจน มีเพียงแบคทีเรียไมกี่ชนิดเทานั้นที่สามารถทําได (Madigan, Martinko and 
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Parker. 2003) การตรึงไนโตรเจนแบงออกเปน 2 แบบคือ การตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ 

(Nonsymbiotic nitrogen fixation) จุลินทรียที่เกี่ยวของ เชน Azotobacter, Klebsiella, 

Anabaena และ Nostoc เปนตน และการตรึงไนโตรเจนแบบพึ่งพาสิ่งมีชีวิตอื่น (Symbiotic 

nitrogen fixation) จุลินทรียที่เกี่ยวของเชน Rhizobium เปนตน เอนไซมที่มีบทบาทในการตรึง

ไนโตรเจนของแบคทีเรียเหลานี้เรียกวาเอนไซมไนโตรจีเนส (Nitrogenase) ประกอบไปดวย

เอนไซมยอยสองสวนคือ เอนไซมไดไนโตรจีเนส (Dinitrogenase) และเอนไซมไดไนโตรจีเนสรีดัค

เตส (Dinitrogenase ruductase)  ซึ่งถูกควบคุมดวยยีน nif (Bitton. 1994 ; Madigan, Martinko 

and Parker. 2003) 
3.2  แอสสิมิเลชัน (Assimilation) 
เปนการนําเอาไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียไปใชในการสรางเซลลเพื่อการ

เจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต โดยจุลินทรียในกลุม Heterotroph และกลุม Autotroph สามารถนําเอา

ทั้งแอมโมเนียและไนเตรทไปใชในการสังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิกเพื่อการสรางเซลล ซึ่ง

ไนโตรเจนในรูปที่เหมาะที่สุดสําหรับจุลินทรียคือแอมโมเนียม แตถาไมมีแอมโมเนียมจุลินทรีย

สามารถใชเอนไซมไนเตรทรีดัคเตส (Nitrate reductase) รีดิวซไนเตรทไปเปนไนไตรทแลวใช

เอนไซมไนไตรทรีดัคเตส (Nitrite reductase) รีดิวซไนไตรทใหเปนแอมโมเนียมแลวจึงนําไปใชใน

การสังเคราะหโปรตีน (ธงชัย  พรรณสวัสด์ิ. 2544) 
3.3  แอมโมนิฟเคชัน (Ammonification) 
แอมโมนิฟเคชันเปนการเปลี่ยนสารประกอบอินทรียไนโตรเจนใหอยูในรูปอนินทรีย

ไนโตรเจน หรือเรียกอีกชื่อวา “การเปลี่ยนแปลงแรธาตุไนโตรเจน” (Nitrogen mineralization) โดย

มีจุลินทรียหลายชนิดทั้งแบคทีเรียและเชื้อเห็ดรา (Fungi) ที่มีบทบาทในกระบวนการนี้ สารอินทรีย

ไนโตรเจนหรือโปรตีนจะถูกเปลี่ยนเปนแอมโมเนียไดจะตองผานการลดรูปเปนเปปไทด (Peptides) 

หรือกรดอะมิโนกอนดวยเอนไซมยอยโปรตีน แลวจากนั้นจะถูกลดเอมีน (Deamination) เปน

แอมโมเนีย (NH3) แอมโมเนียที่เกิดขึ้นมักไมอยูในรูปแอมโมเนียอิสระ ในน้ําเสียทั่วไปมักมีพีเอช 

(pH) เปนกรดหรือเปนกลางแอมโมเนียจึงอยูในรูปของเกลือแอมโมเนียม (NH4
+) แตหากพีเอช

สูงขึ้นแอมโมเนียมจะเปลี่ยนไปอยูในรูปแอมโมเนียซึ่งอาจถูกปลอยขึ้นสูบรรยากาศได (Bitton. 

1994) 
3.4  ไนตริฟเคชัน (Nitrification) 
ไนตริฟเคชันเปนการออกซิไดสแอมโมเนียใหเปนไนเตรท โดยอาศัยการทํางานของ

แบคทีเรียที่เรียกวา “แบคทีเรียไนตริไฟอิง” (Nitrifying bacteria) มีสองข้ันตอนหลักคือเปลี่ยน

แอมโมเนียเปนไนไตรท และเปลี่ยนจากไนไตรทเปนไนเตรท (Van Loosdrecht and Jetten. 
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1998) ข้ันตอนแรกเปนการออกซิไดสแอมโมเนียใหเปนไนไตรทเกิดจากแบคทีเรียกลุม AOB 

(Ammonia-oxidizing bacteria) โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมสองชนิดคือแอมโมเนียโมโน

ออกซิจีเนส (Ammonia monooxygenase) (Hooper et al. 1997) ออกซิไดซแอมโมเนียให

กลายเปนไฮดรอกซิลามีน (Hydroxylamine, NH2OH) (สมการที่ 1) และเอนไซมไฮดรอกซีลามีน

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

ทําการออกซิไดซไฮดรอกซิลามีนใหกลายเปนไนไตรท (สมการที่ 2) ภายใตสภาวะที่มีอากาศ 

แบคทีเรียที่เกี่ยวของกับข้ันตอนนี้เชน Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus และ 

Nitrosolobus เปนตน 

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

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

ข้ันตอนที่สองของกระบวนการไนตริฟเคชันคือการเปลี่ยนจากไนไตรทใหเปน        

ไนเตรท โดยการทํางานของแบคทีเรียกลุม NOB (Nitrite oxidizing bacteria) อาศัยการทํางาน

ของเอนไซมไนไตรทออกซิโดรีดัคเตส (Nitrite oxidoreductase) ออกซิไดซไนไตรทใหกลายเปน  

ไนเตรท (สมการที่ 3) แบคทีเรียที่เกี่ยวของกับข้ันตอนนี้เชน Nitrospira, Nitrobacter และ 

Nitrococcus เปนตน 

NO2
- + H2O ↔ NO3

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

แหลงคารบอนของแบคทีเรียไนตริไฟอิงไดจากหลายแหลงเชน คารบอนไดออกไซด 

(Carbondioxide) ไบคารบอเนต (Bicarbonate) และคารบอเนต (Carbonate) เปนตน ผลของ

การเกิดไนตริฟเคชันทําใหเกิดกรดซึ่งอาจมีผลตอคาพีเอชในน้ําเสียได อัตราการเจริญเติบโตของ 

Nitrobacter พบวาสูงกวาของ Nitrosomonas ดังนั้นขอจํากัดของการเกิดไนตริฟเคชันอยางหนึ่ง

คือการเปลี่ยนแอมโมเนียไปเปนไนไตรทของ Nitrosomonas แมวาในธรรมชาติสวนใหญจะพบ

แบคทีเรียไนตริไฟอิงแบบ Autotroph แตบางครั้งไนตริฟเคชันอาจเกิดจากแบคทีเรียกลุม 

Heterotroph ไดเชน Arthrobacter หรือเชื้อเห็ดราบางชนิดเชน Aspergillus โดยกลุมนี้จะใช

สารอินทรียคารบอนเปนแหลงคารบอน อยางไรก็ตามไนตริฟเคชันจากจุลินทรียแบบ Heterotroph 

เกิดไดชากวาจุลินทรียแบบ Autotroph มาก (Bitton. 1994) 

3.5  ดีไนตริฟเคชัน (Denitrification) 
ดีไนตริฟเคชันเปนการรีดิวซไนเตรทใหเปนกาซไนโตรเจนโดยผานสารตัวกลางหลาย

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) กลไกที่สําคัญในการรีดิวซไนเตรทมีสองแบบ

คือ การรีดิวซไนเตรทแบบแอสสิมิเลชัน (Assimilatrory nitrate reduction, ANR) และการรีดิวซไน

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

ANR เปนการนําแอมโมเนียมไปใชในการสรางเซลลของแบคทีเรียจึงไมคอยมีบทบาทในการบําบัด

น้ําเสียมากนัก สวน DNR เปนการหายใจแบบไรอากาศของแบคทีเรียโดยใชไนเตรทเปนตัวรับ

อิเล็กตรอน ไนเตรทจะถูกรีดิวซเปนไนตรัสออกไซด และกาซไนโตรเจนตามลําดับ 

 

ตารางที ่2  เอนไซมทีม่ีบทบาทในกระบวนการดีไนตริฟเคชัน (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 เชนเดียวกับ

แบคทีเรียไนตริไฟอิงแตแบบ Heterotroph  จะมีบทบาทในการบําบัดน้ําเสียมากกวา (Bitton. 

1994) แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง (Denitrifying bacteria) แบบที่เปน Heterotroph นี้จะใชสารอินทรีย

คารบอนเปนแหลงคารบอนในการลดรูปไนโตรเจนทุกขั้นตอน สําหรับน้ําทิ้งที่มีแหลงคารบอนนอย

จําเปนตองมีการเติมแหลงคารบอนจากภายนอกเขาไปเพื่อใหเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันได

อยางสมบูรณ   (Van Loosdrecht and Jetten. 1998) แหลงคารบอนที่มีการนํามาใช อาทิเชน   

เมทานอล (Methanol) อะซีเตท (Acetate) เอทานอล (Ethanol) แลคเตท (Lactate) และกลูโคส 
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(Glucose) เปนตน (Khin and Annachhatre. 2004) จากการคัดแยกแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจาก

ระบบบําบัดน้ําเสียดวยเทคนิคที่อาศัยอาหารเลี้ยงเชื้อพบวาเปนจีนัสเหลานี้คือ 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 
การบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพเปนการอาศัยการทํางานของจุลินทรีย เปนวิธีที่ทําได

งาย ตนทุนต่ําหากเปรียบเทียบกับวิธีการทางเคมีและกายภาพ (EPA. 1993) โดยเปนการอาศัย

กระบวนเปลี่ยนแปลงสารประกอบไนโตรเจนตางๆ ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติจากกระบวนการทํางาน

ของจุลินทรียหลากหลายชนิด โดยจะเนนการเปลี่ยนรูปจากสารอินทรียไนโตรเจนใหไปอยูในรูป

สารอนินทรียไนโตรเจนโดยขั้นสุดทายจะไดเปนกาซไนโตรเจน (N2) (Van Loosdrecht and 

Jetten. 1998) 
4.1  การบําบัดไนโตรเจนแบบดั้งเดิมดวยกระบวนการไนตริฟเคชันและ     

ดีไนตริฟเคชัน 
การบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพดวยกระบวนการดั้งเดิมอาศัยสองกระบวนการหลัก

คือ ไนตริฟเคชันดวยจุลินทรียแบบ Autotroph และดีไนตริฟเคชันดวยจุลินทรียแบบ Heterotroph 

โดยทั้งสองกระบวนการเกิดขึ้นภายใตสภาวะที่ตางกันคือมีออกซิเจนอิสระและปราศจากออกซิเจน

อิสระ และยังเกิดขึ้นจากการทํางานของจุลินทรียตางชนิดกัน ดังนั้นการแยกสถานที่และแยกเวลา

จากกันจะทําใหเกิดประสิทธิภาพการบําบัดดีกวา ไนตริฟเคชันตองการออกซิเจน 4.2 กรัมตอ

แอมโมเนียม 1 กรัม (Khin and Annachhatre. 2004) สวนดีไนตริฟเคชันตองการสารอินทรีย

คารบอนเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณเชน ตองใชเมทานอล 2.47 กรัมตอไนเตรท 1 กรัม 

(McCarty, Beck and Amann. 1969) ปกติแลวในน้ําเสียจะมีสารอินทรียคารบอนไมเพียงพอตอ

การเกิดดีไนตริฟเคชัน ดังนั้นในการบําบัดไนโตรเจนที่มีปริมาณสูงในน้ําเสียใหสมบูรณจึงตองมี

การเติมแหลงคารบอนมหาศาลเชนกัน (van Dongen, Jetten and van Loosdrecht. 2001) ยิ่ง

ไปกวานั้นระบบบําบัดน้ําเสียสวนใหญไมไดออกแบบมาเพื่อการบําบัดไนโตรเจนจึงเปนเรื่องยากที่

จะทําใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน จึงพบวาระบบบําบัดน้ําเสียสวนใหญจะมี

ไนเตรทหลงเหลือในน้ําที่ผานการบําบัดแลวประมาณ 10 มิลลิกรัมตอลิตร (Jetten et al. 2002) 

อยางไรก็ตามปจจุบันมีการออกแบบระบบเอเอสใหมีการบําบัดไนโตรเจนไดมากขึ้นเนื่องจากมีการ



 15 

ใหความสําคัญกับธาตุอาหารในน้ําเสีย เชน การนําเอาระบบเอสบีอารมาประยุกตใชในการบําบัด

ไนโตรเจน ซึ่งเปนการรวมเอาถังเติมอากาศและถังตกตะกอนไวในถังเดียว ปจจัยที่ใชควบคุมการ

บําบัดไนโตรเจนดวยระบบเอสบีอาร เชน ระยะเวลากักน้ําหรือ HRT (Hydraulic retention time) 

อายุตะกอนจุลินทรีย หรือ SRT (Sludge retention time) อัตราสวนของชวงเวลาไรออกซิเจนอิสระ

ตอมีออกซิเจนอิสระ (Anoxic/aerobic) ชวงเวลาไรออกซิเจนอิสระ และชวงเวลามีออกซิเจนอิสระ 

เปนตน 

นอกจากนี้มีความตองการลดตนทุนที่เกิดจากการเติมออกซิเจนในถังเติมอากาศ

เพื่อใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันและจากแหลงสารอินทรียคารบอนที่ตองเติมใหกับถังไรอากาศ

เพื่อใหเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชัน จึงมีการออกแบบและควบคุมระบบบําบัดน้ําเสียใหเกิด

กระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแบบทางลัด (Shortcut) โดยผานการสะสมไนไตรท 

(Ruiz et al. 2006) วิธีการนี้อาศัยหลักการวาไนไตรทเปนสารตัวกลางที่เกิดขึ้นทั้งในกระบวนการ

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน ดังนั้นจึงทําใหไนไตรทไมถูกเปลี่ยนไปเปนไนเตรทในขั้นตอนที่สอง

ของไนตริฟเคชันโดยควบคุม NOB ใหหายไปจากระบบแบบไมใหกระทบตอ AOB และไนไตรทที่

เกิดขึ้นจะถูกรีดิวซตอดวยแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง วิธีการทําให NOB ไมทํางานมีหลายวิธี ไดแก 

การจํากัดปริมาณออกซิเจน การควบคุมคาพีเอช และการควบคุมอุณหภูมิ (Ruiz et al. 2006) 

ดวยวิธีการนี้ทําใหประหยัดตนทุนการบําบัดน้ําเสียทั้งคาเติมอากาศและคาเติมแหลงสารอินทรีย

คารบอนแตเหมาะสําหรับน้ําทิ้งที่มีแอมโมเนียไมสูงเทานั้น ข้ึนตอนการเปลี่ยนแปลงไนโตรเจนของ

วิธีการนี้ดังแสดงในภาพที่ 5 

 
ภาพที่ 5  การบําบัดไนโตรเจนโดยการอาศัยกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแบบทาง

ลัด (Shortcut) ผานการสะสมไนไตรท 

 
4.2  เอสเอ็นดี (Simultaneous nitrification and denitrification, SND)  
โดยทั่วไปการบําบัดไนโตรเจนใหสมบูรณจะตองใชถังปฏิกรณสองถังแยกขาดจาก

กัน ในสภาวะที่มีออกซิเจนละลายต่ํา 0.5-2 มิลลิกรัมตอลิตรพบวาจะยับยั้งการเกิดไนตริฟเคชัน 

(EPA. 1993) อยางไรก็ตามการเกิดไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันสามารถเกิดขึ้นในสภาวะ

Shortcut 

NH4
+ → NO2

- → NO3
- → NO2

- →NO → N2O → N2 
Nitrification Denitrification 
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เดียวกันภายใตถังปฏิกรณเดียวกันไดโดยอาศัยการควบคุมคาออกซิเจนละลายต่ําเฉลี่ยอยูระหวาง 

0.5-1 มิลลิกรัมตอลิตร เรียกปรากฏการณนี้วาเอสเอ็นดี (Simultaneous nitrification and 

denitrification ; SND) (Hibiya et al. 2003) โดยพบวามีการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันขึ้นใน

ระหวางการเติมอากาศในถังปฏิกรณ ทําใหลบลางขอมูลเดิมที่เชื่อวากระบวนการดีไนตริฟเคชัน

สามารถเกิดไดเฉพาะในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนเทานั้น ซึ่งการบําบัดไนโตรเจนแบบเอสเอ็นดีดวย

ระบบเอสบีอารมีประโยชนอยางยิ่งในการลดเวลาและลดคาใชจายในการเติมอากาศ (Munch, 

Lant and Keller. 1996) กลไกการเกิดเอสเอ็นดีสามารถอธิบายไดจากเหตุผลสองขอคือ ขอแรกมี

การเกิดบริเวณที่มีและไมมีออกซิเจนอิสระข้ึนในบริเวณแตกตางกันภายในกลุมกอนจุลินทรียที่

เรียกวา “ฟล็อก” (Floc) โดยแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงอาจจะอาศัยอยูฟล็อก

กอนเดียวกันตามลักษณะการแพรกระจายของปริมาณออกซิเจน เมื่อมีปริมาณออกซิเจนจํากัดก็

จะเกิดสภาวะไรออกซิเจนอิสระข้ึนภายในฟล็อกทําใหแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทํางานได สวนบริเวณ

รอบนอกของฟล็อกก็จะเปนที่อาศัยของแบคทีเรียไนตริไฟอิงเนื่องจากมีปริมาณออกซิเจนเพียงพอ 

(Daigger and Littleton. 2000) ขอที่สองคืออาจจะเกิดจากการทํางานของแบคทีเรียไนตริไฟอิงใน

กลุม Heterotroph และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในกลุมที่ใชออกซิเจน (Aerobic denitrifying 

bacteria) เชน 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) เปนตน 
4.3  กระบวนการแอนนามมอกซ (ANAMMOX process) 
กระบวนการแอนนามมอกซหรือ ANAMMOX (Anoxic ammonium oxidation) 

คนพบโดย Mulder และคณะ (1995) เปนกระบวนการออกซิเดชันแอมโมเนียในสภาวะไรอากาศ

ใหกลายเปนแกสไนโตรเจน (Schmid et al. 2000) โดยมีการใชไนไตรทเปนตัวรับอิเล็กตรอน  

ผลผลิตหลักของกระบวนการแอนามมอกซคือกาซไนโตรเจน แตมีไนโตรเจนรอยละ 10 ถูก

เปลี่ยนไปเปนไนเตรท (สมการ 6) 

NH3
+ + 1.32NO2

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

มีรายงานวาแบคทีเรียที่ เกี่ยวของกับกระบวนการแอนนามมอกซอยูในกลุม 

Planctomycetes โดยไดเรียกแบคทีเรียที่คนพบวา Brocadia anammoxidans (Candidate) และ 

Kuenenia stuttgartiensis  (Candidate) ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิด Autotroph ที่ไมตองการ

สารอินทรียคารบอนสําหรับเจริญเติบโต (Kuenen and Jetten. 2001) และแมวาแบคทีเรียกลุมนี้
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จะเจริญในสภาวะไรอากาศก็ตามแตก็สามารถถูกยับยั้งไดดวยออกซิเจนและปริมาณไนไตรทที่

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

nitrite, SHARON) เปนการอาศัยไนตริฟเคชันเพียงบางสวน (Partial nitrification) ผานตวักลางคอื

ไนไตรทกอนจะถูกรีดิวซเปนกาซไนโตรเจน โดยดําเนินระบบในถังเติมอากาศเพียงถังเดียวไมมีการ

กักตะกอนที่ระดับอุณหภูมิสูง (35 องศาเซลเซียส) และพีเอชสูงกวา 7 (Hellinga, van 

Loosdrecht and Heijnen. 1997) การควบคุมอุณหภูมิและพีเอชเพื่อคัดเลือกใหมีเฉพาะ AOB 

และขับ NOB ออกจากระบบ ปกติแลว AOB เจริญเติบโตเร็วกวา NOB ที่อุณหภูมิมากกวา 15 

องศาเซลเซียส หากดําเนินระบบที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสอัตราการเติบโตสูงสุดของ NOB จะ

เทากับคร่ึงเดียวของ AOB เทานั้น และที่อุณหภูมิมากกวา 20 องศาเซลเซียส AOB จะมีอายุ

ตะกอนนอยซึ่งควบคุมไดโดยเวลากักน้ํา หากควบคุมเวลากักน้ําใหส้ัน NOB ก็จะหลุดออกไปจาก

ระบบ สวนการควบคุมพีเอชนั้นเนื่องจากการออกซิไดสแอมโมเนียมนั้นทําใหเกิดกรด การควบคุม

พีเอชทําใหปองกันการถูกยับยั้งได  

กระบวนการชารอนเหมาะสําหรับน้ําเสียที่มีแอมโมเนียสูง (มากกวา 5 กรัมตอลิตร) 

(Jetten, Horn and van Loosdrecht. 1997) เมื่อเปรียบเทียบกับการบําบัดแบบไนตริฟเคชันและ

ดีไนตริฟเคชันแบบดั้งเดิมกระบวนการชารอนจะประหยัดพลังงานในการเติมอากาศรอยละ 25 

และประหยัดแหลงคารบอนถึงรอยละ 40 (Khin and Annachhatre. 2004) 
4.5  กระบวนการแคนนอน (CANON process) 
สําหรับการบําบัดแอมโมเนียในน้ําเสียดวยการใชแบคทีเรียแอนามมอกซนั้นจะตอง

ใชปริมาณไนไตรทที่เหมาะสม ซึ่งอนุมูลไนไตรทผลิตมาจากการออกซิไดสแอมโมเนียของ AOB ใน

ข้ันตอนแรกของกระบวนการไนตริฟเคชัน แตอยางไรก็ตาม AOB มีความตองการออกซิเจนในการ

เจริญเติบโต ตรงกันขามกับแบคทีเรียแอนนามมอกซที่ตองการสภาวะไรอากาศในการเจริญเติบโต 

จึงมีการทําใหแบคทีเรียทั้งสองอยูทํางานรวมกันในถังปฏิกริยาเพียงถังเดียวโดยมีการใหออกซิเจน

ในปริมาณที่จํากัด เรียกกระบวนการดังกลาววา “แคนนอน” (Completely autotrophic nitrogen 

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

นี้จึงเหมาะสมสําหรับการบําบัดน้ําเสียที่มีปริมาณแอมโมเนียสูง และมีปริมาณสารอินทรียตํ่า ซึ่ง

ไมเพียงพอตอกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแบบเดิมได 
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5.  เทคนิคการศึกษาชุมชนจุลินทรีย 
การศึกษาชุมชนจุลินทรียในธรรมชาติหรือในระบบตางๆ ที่มนุษยสรางขึ้น โดยเฉพาะใน

ระบบบําบัดน้ําเสียจําเปนตองอาศัยเทคนิคที่สามารถตรวจสอบ จัดจําแนก ตลอดจนการนับ

ปริมาณจุลินทรีย เพื่อทราบถึงองคประกอบของโครงสรางชุมชนจุลินทรีย เทคนิคตางๆ ที่มีการ

นํามาใช เชน การเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารที่มีแหลงคารบอนหรือแหลงพลังงานที่แตกตางกัน 

การศึกษาองคประกอบของเบสในดีเอ็นเอ (DNA) การศึกษาองคประกอบของผนังเซลล รวมทั้ง

ขอมูลดานสรีรวิทยาของเซลล โดยเทคนิคเหลานี้ลวนตองการการเพาะเลี้ยงเชื้อและการคัดแยก

แบคทีเรียใหบริสุทธิ จึงเรียกเทคนิคเหลานี้วา “เทคนิคที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ” (Culture 

dependent methods) ตรงกันขามกับ “เทคนิคที่ไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ” (Culture-

independent methods) ซึ่งศึกษาจุลินทรียในสิ่งแวดลอมโดยตรง (in situ) โดยไมพึ่งพาการ

เพาะเลี้ยงเชื้อ (Schramm and Amann. 2000) 

สําหรับระบบบําบัดน้ําเสียนั้นเปนกระบวนการทางชีวภาพที่มีความสําคัญในการกําจัด

มลพิษเพื่อปกปองสิ่งแวดลอมไมใหถูกทําลาย แมวาจะมีการประยุกตใชการบําบัดน้ําเสียทาง

ชีวภาพมานานนับรอยปแลวแตดวยขาดความรูความเขาใจทางดานจุลชีววิทยาของกระบวนการที่

เกิดขึ้นในระบบทําใหถูกเปรียบเทียบวาเปน “กลองดํา” (Black box) (Loy, Daims and Wagner. 

2002) โดยการวิจัยใหความสําคัญเฉพาะดานวิศวกรรมคือการออกแบบและการควบคุมระบบ

เทานั้น แตหลังจากที่มีการประยุกตใชเทคนิคดานชีวโมเลกุลในการศึกษานิเวศวิทยาของจุลินทรีย

ในชวงทศวรรษที่ผานมานี้ ทําใหสามารถเขาใจถึงชนิดและบทบาทของจุลินทรียในการทําหนาที่

บําบัดน้ําเสียไดมากขึ้น 
5.1  เทคนิคที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
การศึกษาจุลินทรียดวยเทคนิคการที่ตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ เชน วิธีนับจํานวน

ที่เปนไปไดทั้งหมดหรือเอ็มพีเอ็น (Most probable number, MPN) วิธีนับจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิต

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Viable plate count) เปนตน ในชวงทศวรรษที่ผานมาพบวาเทคนิคนี้มี

ขอจํากัดหลายประการทั้งในตัววิธีการเองและลักษณะเฉพาะของจุลินทรียแตละชนิด (นุกูล 

อินทระสังขา. 2547) โดยจากการศึกษาเปรียบเทียบการนับจํานวนจุลินทรียโดยตรงดวยกลอง

จุลทรรศนกับวิธีที่ตองมีการเพาะเลี้ยงเชื้อในตัวอยางธรรมชาติ พบวาจํานวนจุลินทรียที่สามารถ

เพาะเลี้ยงหรือเจริญบนอาหารไดมีนอยมาก โดยจุลินทรียสวนใหญในธรรมชาติมีไมถึงรอยละ 1 

เทานั้นที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อได (Amann, Ludwig and Schleifer. 1995) เชน ใน

ตัวอยางน้ําทะเลมีเพียงรอยละ 0.1 (Ferguson, Buckley and Palumbo. 1984) ในน้ําจืดรอยละ 
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0.25 (Jones. 1977) ในดินรอยละ 0.5 (Torsvik et al. 1990) และในสลัดจของระบบบําบัดน้ําเสีย

หากอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเหมาะสมอาจมีประมาณรอยละ 15 (Wagner et al. 1993) 

ปรากฎการณนี้เปนที่ทราบกันดีวาอาจจะเกิดจากสภาวะสําหรับการเจริญของจุลินทรียที่เพาะเลีย้ง

ข้ึนมานั้นไมดีพอสําหรับจุลินทรียสวนใหญ นอกจากนี้แลวในธรรมชาติจริงๆ อาจไมพบแบคทีเรียที่

สามารถเพาะเลี้ยงไดเลย ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียเหลานั้นกําลังเขาสูสภาวะที่เรียกวา Viable-but-

nonculturable (VBNC) โดยเกิดจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมและตัวแบคทีเรียเองที่ไมพรอม

สําหรับการเจริญเติบโต (Roszak and Colwell. 1987) 
5.2  เทคนิคที่ไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
เพื่อแกไขขอจํากัดของเทคนิคที่ตองอาศัยการเลี้ยงเชื้อ ในชวง 15 ปที่ผานมาไดมี

การพัฒนาเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลมาใชในการศึกษาชุมชนจุลินทรียอยางรวดเร็วและ

หลากหลายวิธี โดยไดรับการยอมรับวาเปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการศึกษาประชากรจุลินทรีย

มากกวาวิธีการที่ตองขึ้นอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อ เชน เทคนิคการวิเคราะหโครงสรางจุลินทรียโดย

อาศัยขอมูลจาก rRNA (rRNA approach) ซึ่งทําใหสามารถจําแนกและหาปริมาณของแบคทีเรีย

ในธรรมชาติไดโดยใชยีน 16S rRNA เปนยีนเครื่องหมาย (Marker gene) ในการศึกษา เทคนิค 

Microautoradiography (MAR) เทคนิค Immunofluorescence เทคนิค Microarray หรือ DNA 

chip เปนตน (Manz et al. 1994 ; Amann Ludwig and Schleifer. 1995 ; Schramm and 

Amann. 2000) โดยเทคนิคที่ไมตองอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อแบงเปนสองประเภทคือ เทคนิคที่

ศึกษาดานองคประกอบหรือโครงสรางของประชากรจุลินทรียที่มีอยูในสิ่งแวดลอมนั้น และเทคนิค

ที่ศึกษาหรือตรวจสอบการแสดงออกของยีนหรือผลผลิตของยีน ปจจุบันไดเลือกโมเลกุล rRNA มา

ใชเปนโมเลกุลเครื่องหมายในการศึกษาและจัดจําแนกสิ่งมีชีวิต โดยในยุคแรกนั้นใชโมเลกุล           

5S rRNA แตเนื่องจากมีขอมูลสําหรับเปรียบเทียบจํากัดภายหลังไดเปลี่ยนเปนโมเลกุล 16S rRNA 

แทน อยางไรก็ตามในอนาคตมีแนวโนมที่จะเปลี่ยนไปใชโมเลกุล 23S rRNA เนื่องจากมี

รายละเอียดของลําดับนิวคลีโอไทดมากกวา สําหรับเหตุผลที่เลือกโมเลกุล rRNA มีหลายประการ

ดวยกัน ไดแก 

5.2.1  พบไรโบโซม และ  rRNA ไดในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และเนื่องจากเปน

โมเลกุลที่มีความสําคัญในการสังเคราะหโปรตีน ดังนั้นสิ่งมีชีวิตจึงมีตนกําเนิดที่เหมือนกันเพื่อ

แสดงหนาที่ไดอยางคงที่ไมเปลี่ยนแปลง นอกจากนี้ยังไมมีการพบการถายโอนยีน (Lateral gene 

transfer) ในโมเลกุลของ rRNA ดวย ดังนั้นจึงคาดวาการสราง Phylogenetic tree ของสิ่งมีชีวิต

นาจะถูกตองที่สุด (Woese. 1987) 
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5.2.2  บางตําแหนงของโมเลกุล rRNA พบวามีการอนุรักษไวเปนอยางดี

แมวาจะผานกระบวนการวิวัฒนาการมาเปนเวลานานก็ตาม ซึ่งบริเวณที่แตกตางกันนี้พบวามี

ความแตกตางกันตั้งแตระดับสปชีสไปจนถึงระดับโดเมน (Woese. 1987) 

5.2.3  เซลลส่ิงมีชีวิตสามารถเพิ่มจํานวนโมเลกุลของ rRNA ไดภายในเซลล 

โดยทั่วไปพบมากกวา 1,000 หนวย บางครั้งอาจพบมากกวา 10,000 หนวย ทําใหงายและไวตอ

การตรวจสอบโมเลกุล rRNA ซึ่งโดยทั่วไปแลวจะใชเทคนิค Fluorescence in situ hybridization 

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

5.2.4  การมีจาํนวนไรโบโซมอยางหนาแนนในเซลลเปนตัวบงชี้อยางดีวา

เซลลกําลงัมีชวีิตอยูและมีกระบวนการเมแทบอลิสมข้ันพืน้ฐานโดยทั่วไป หรืออยางนอยก็อาจจะมี

กระบวนการเมแทบอลิสมบาง ตัวอยางที่เห็นไดชัดเจนคือ เซลลของแบคทีเรีย Escherichia coli ที่

กําลังเจริญเติบโตอยางรวดเร็วพบวาเซลลจะมีความตองการและมีปริมาณไรโบโซมในเซลลสูงกวา

เซลล E.coli ที่กําลังเจริญเติบโตอยางชาๆ (Woese. 1987) 

ปจจุบันมีการหาลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียอยางแพรหลายและ

รวดเร็วซึ่งมีการเผยแพรในฐานขอมูลสาธารณะผานทางอินเตอรเน็ตทําใหสะดวกรวดเร็วใน

การศึกษาวิจัย โดยจากรายงานนับถึงวันที่ 1 กุมภาพันธ 2549 พบวามีขอมูล 16S rDNA อยูใน

ฐานขอมูล Ribosomal Database Project-II (Release 9.32) มากถึง 205,165 sequences 

(Cole et al. 2005) 

6.  เทคนิคดาน 16S rRNA 
เทคนิคดาน 16s rRNA เร่ิมจากการสกัดกรดนิวคลีอิกของตัวอยางออกมาซึ่งอาจจะเปน 

ดีเอ็นเอ (DNA) หรืออารเอ็นเอ (RNA) แลวนํามาเพิ่มจํานวนยีนของ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR 

หรือ RT-PCR แลวทําการเพิ่มจํานวนยีนเหลานั้นที่เรียกวา “Cloning” จะไดเปน 16S rRNA gene 

library เมื่อหาลําดับยีนเหลานั้นและนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลสาธารณะก็จะทราบวา

แบคทีเรียที่พบเปนชนิดหรือกลุมใดบาง สําหรับขอมูลที่ไดนี้สามารถนําไปใชในการออกแบบเปน 

Oligodeoxynucleotide probe ที่มีความจําเพาะกับแบคทีเรียในระดับตางๆ เรียกสั้นๆ วา “ดีเอ็น

เอโพรบ” (DNA probe) ทําใหสามารถนําไปตรวจสอบแบคทีเรียชนิดตางๆ ตามความสนใจใน

แหลงเดิมของตัวอยางนั้นได เรียกการศึกษาแบบนี้วา Full-cycle rRNA approach ดังภาพที่ 6 

ปจจุบันมีการประยุกตใชเทคนิคดาน 16S rRNA ในการวิเคราะหโครงสรางประชากรแบคทีเรียใน

ระบบบําบัดน้ําเสียอยางแพรหลาย (Schramm and Amann. 2000 ; Loy et al. 2002) โดย

สามารถแบงเทคนิคดาน 16S rRNA ออกตามเปาหมายของการศึกษาไดดังนี้คือ การจําแนก
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แบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดแยกได ศึกษาความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรีย และ

การศึกษาดานโครงสรางประชากรแบคทีเรีย 
 

 
 

ภาพที ่6  การใชเทคนิค Full-cycle rRNA approach ในการศึกษาโครงสรางจุลินทรียในธรรมชาต ิ

(ดัดแปลงจาก Amann, Ludwig and Schleifer. 1995) 
 

6.1  การจําแนกเชื้อบรสิุทธิ์ที่คัดแยกได 
แมวาเทคนิคทางชีวโมเลกุลจะชวยใหศึกษาจุลินทรียไดดีแตเทคนิคดั้งเดิมอยางการ

คัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ยังคงมีความสําคัญและจําเปนอยู โดยเฉพาะอยางยิ่งหากตองการศึกษา

กระบวนการเมแทบอลิสมของจุลินทรีย โดยเทคนิคดานชีวโมเลกุลจะเปนสวนชวยสนับสนุน

เทคนิคดั้งเดิมใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นโดยเฉพาะการคัดเลือกเชื้อเบื้องตนและการจัดประเภท

หรือการจําแนกชนิดเชื้อที่คัดแยกได เทคนิคที่นํามาใชเชน เทคนิค RFLP (Restriction fragment 

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

อาจเรียกไดอีกอยางหนึ่งวาเปนเทคนิค “ลายพิมพพันธุกรรม” (Genetic fingerprints) โดยเทคนิค 

RFLP เปนการนําดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตมาตัดเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) จะทําให

ไดชิ้นสวนที่มีขนาดแตกตางกันเมื่อนํามาแยกดวยเทคนิค Pulsed-field gel electrophoresis 

ส่ิงมีชีวิตตางชนิดกันจะมีความยาวของชิ้นดีเอ็นเอแตกตางกันเพราะเกิดจากกลายพันธุของบริเวณ

ตําแหนงตัดของเอนไซม จึงสามารถใชเทคนิค RFLP ในการเปรียบเทียบจุลินทรียที่คัดแยกมาได 

เนื่องจากการศึกษาดวยเทคนิค RFLP นั้นตองทําการตัดชิ้นดีเอ็นเอทั้งจีโนมของสิ่งมีชีวิต ดีเอ็นเอที่

Environmental sample   

rDNA database 

Nucleic acid 
probe 

Community 

rDNA clones 
rDNA fingerprints 

Nucleic acid 

Extraction 

Amplification 

Sequencing 
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จะนํามาทําการศึกษานั้นตองมีความบริสุทธิ์สูง นอกจากนี้เทคนิค RFLP ยังใชเวลามาก และ

ยุงยากในการแยกชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญดวยเทคนิค Pulsed-field gel electrophoresis 

ปจจุบันจึงไดมีการประยุกตใชเทคนิค RFLP กับชิ้นดีเอ็นเอบางสวนของจีโนมเทานั้น เชน เทคนิค 

ARDRA โดยเทคนิคนี้จะทําการเพิ่มจํานวนชิ้นยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR ข้ึนมากอน แลว

นําไปตัดดวยเอนไซม ตัดจํา เพาะ  จากนั้นก็สามารถแยกชิ้นส วนดี เอ็น เอดวยเทคนิค                   

Gel electrophoresis ธรรมดาได โดยรูปแบบของ ARDRA ที่ไดสามารถที่จะเปรียบเทียบรูปแบบ

กับแบคทีเรียสายพันธุอางอิงได ทําใหสามารถวิเคราะหแบคทีเรียไดอยางรวดเร็ว แตอยางไรก็ตาม

เทคนิค ARDRA นี้ตองใชรูปแบบของ ARDRA อางอิงจํานวนมากเพื่อมาเปรียบเทียบกับเชื้อไม

ทราบชนิด (Unknown) ซึ่งปจจุบันยังมีขอมูลนอย (Schramm and Amann. 2000) นอกเหนือจาก

เทคนิค ARDRA แลว เทคนิคอื่นๆ ก็สามารถนํามาใชในการจัดจําแนกจุลินทรียที่สนใจได เชน

เทคนิค DGGE และ FISH ซึ่งจะกลาวถึงตอไป 
6.2  การศึกษาความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงของชุมชนจุลินทรีย 
การศึกษาความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียสามารถทําได

อยางรวดเร็วดวยการใชเทคนิคดานลายพิมพพันธุกรรมที่อาศัย rRNA โดยเริ่มจากการสกัดกรด

นิวคลีอิกอาจเปนดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอจากตัวอยางธรรมชาติออกมา แลวเพิ่มจํานวนบางสวน

ของยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR จากนั้นนําไปแยกชิ้นยีนบนเจล (Gel) ก็จะทําใหไดรูปแบบ

หรือลายพิมพดีเอ็นเอของจุลินทรียในตัวอยาง เทคนิคที่มีการใชคือ เทคนิค DGGE (Denaturing 

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

polymorphisms) (Schramm and Amann. 2000)  

สําหรับเทคนิค DGGE เปนการอาศัยหลักการที่วาชิ้นดีเอ็นเอที่มีความยาวเทากัน

สามารถแยกออกจากกันไดโดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางกัน โดยทั่วไปจะเพิ่มจํานวนยีน 

16S rRNA เพียงบางสวนยาว 200 ถึง 500 เบสดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่มีเบส GC ยาว 

40 เบสที่ปลาย 5’ ของไพรเมอรเพียงเสนเดียว เมื่อแยกบน Polyacrylamide gel ที่มีความเขมขน

ของสารทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ (ยูเรียและฟอรมาไมด) ยีนที่เพิ่มจํานวนมานี้จะเปลี่ยนสภาพจาก 

ดีเอ็นเอเกลียวสายคูแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวเพียงบางสวนแตไมหลุดจากกัน อยางไรก็ตาม

เทคนิค DGGE มีขอจํากัดหลายประการ เชน ขนาดยีนที่เพิ่มจํานวนขึ้นมานั้นตองไมเกิน 500 เบส

จึงจะสามารถแยกบนเจลได อาจทําใหเมื่อหาลําดับเบสออกมาแลวขอมูลไมเพียงพอสําหรับ

จําแนกชนิดอยางละเอียดได เปนการยากที่จะอธิบายสมมุติฐาน “One band-one species” 

เพราะในชุมชนจุลินทรียที่มีความซับซอนนั้น แบนด (Band) ที่ปรากฏเปนลายพิมพพันธุกรรม
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อาจจะเกิดจากชิ้นยีนเดียวกันหรือตางชิ้นยีนกันก็ได นอกจากนี้ส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันอาจจะเกิด

แบนดข้ึนสองแบนดหรือมากกวาก็ได (Schramm and Amann. 2000) 

สวนเทคนิค T-RFLP เปนการประยุกตใชเทคนิค RFLP ในการศึกษาชุมชนจุลินทรีย 

โดยหลังจากสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางแลว ทําการเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR 

โดยไพรเมอรเสนหนึ่งติดฉลากดวยสารเรืองแสง จากนั้นนํา PCR product ไปตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะแลวแยกดวยเทคนิค Gel electrophoresis ซึ่งอาศัยเครื่อง Automated sequencer ใน

การอานปริมาณสารเรืองแสงที่ติดอยูบนชิ้นยีนที่ถูกตัด (Schramm and Amann. 2000) 
6.3  การศึกษาโครงสรางชุมชนจลุินทรีย 
การศึกษาโครงสรางชุมชนจุลินทรียเปนการศึกษาสองพารามิเตอรหลักคือ ชนิดของ

จุลินทรีย และความหนาแนนหรือปริมาณของจุลินทรียที่พบ เมื่อเทคนิคดานลายพิมพดีเอ็นเอและ

การเพาะเลี้ยงเชื้อไมสามารถศึกษาชุมชนจุลินทรียที่ซับซอนในตัวอยางธรรมชาติได เทคนิค         

in situ hybridization โดยใชดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะกับ rRNA จึงถูกพัฒนาขึ้น (Amann, Ludwig 

and Schleifer. 1995) โดยทั่วไปดีเอ็นเอโพรบจะเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวมีความยาวประมาณ 15-25 

นิวคลีโอไทด ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสีหรือสารเรืองแสง (Fluorochrome) (Schramm 

and Amann. 2000) หากดีเอ็นเอโพรบติดฉลากดวยสารเรืองแสงก็จะเรียกวาเทคนิค 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) หลักการของเทคนิค FISH ดังแสดงในภาพที่ 7 

7.  งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
7.1  แบคทีเรียไนตริไฟอิง   
จากการศึกษาที่อาศัยเทคนิคการแยกเชื้อบนอาหารในตัวอยางจากระบบเอเอส

หลายแหงพบวา Nitrosomonas และ Nitrobacter เปนแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญตอ

กระบวนการไนตริฟเคชันในระบบบําบัดน้ําเสีย (Henze et al. 1997) แตตอมา Hovanec และ 

DeLong (1996) ไดใชเทคนิค Dot blot hybridization เพื่อหาจํานวนของแบคทีเรียไนตริไฟอิงใน

เมือกจุลินทรียจากตูปลาพบวาตรวจไมพบแบคทีเรียในจีนัส Nitrobacter เลย นอกจากนี้จาก

การศึกษาของ Wagner และคณะ (1996) ไดใชเทคนิค FISH ตรวจสอบ Nitrobacter ในตะกอน  

จุลินทรียในระบบเอเอสดวยดีเอ็นโพรบที่มีเปาหมายจําเพาะกับ Nitrobacter ก็ตรวจไมพบ  

Nitrobacter เชนเดียวกัน จากผลการศึกษานี้จึงทําใหมีการตั้งสมมุติฐาน วาในระบบบําบัดน้ําเสีย

อาจจะมี NOB ชนิดอื่นที่มีบทบาทตอกระบวนการไนตริฟเคชันก็ได 
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ภาพที ่7  หลักการของเทคนคิ FISH ดีเอ็นเอโพรบที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงจะเขาไปจับกับ 

rRNA ที่อยูในเซลลแบคทีเรียทําใหมองเหน็เซลลเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 

Epifluorescence 

 

ปจจุบันสมมุติฐานดังกลาวไดรับการยืนยันแลว หลังจากมีการศึกษาจุลินทรียดวย

เทคนิคดาน rRNA ในถังปฏิกรณที่บําบัดไนไตรทในหองปฏิบัติการ พบวาแบคทีเรียที่พบในถัง

ดังกลาวเปนแบคทีเรียในจีนัส Nitrospira (Burrell, Keller and Blackall. 1998) ซึ่งจากการศึกษา

ในเวลาตอมาดวยเทคนิค Dot blot hybridization (Hovanec et al. 1998) และเทคนิค FISH 

(Juretschko et al. 1998) ก็พบเหมือนเดิมวามี Nitrospira เปนกลุมเดน อยางไรก็ตามในตัวอยาง

เดียวกันนี้ แมวาจะมีการใชเทคนิค FISH แลวตรวจสอบ Nitrobacter ไมพบ แตหากนํามาแยกเชื้อ

บนอาหารก็จะพบ Nitrobacter (Juretschko et al. 1998) และถึงแมวาจะมีความพยายามในการ

แยกเชื้อ Nitrospira ใหบริสุทธิ์ แตก็ไมประสบความสําเร็จ (Juretschko et al. 1998) ทําใหไม

สามารถศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของ Nitrospira ไดมากนัก หลักฐานที่ยืนยันวา Nitrospira เปน

ตัวออกซิไดสไนไตรทเปนไนเตรทคือการศึกษาดวยเทคนิค Full-cycle 16S rRNA approach และ

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

2001) 

เปนที่ยอมรับวาในระบบบําบัดน้ําเสียนั้น Nitrospira มีบทบาทในการออกซิไดส   

ไนไตรทมากกวา Nitrobacter ในบางระบบอาจจะพบเฉพาะ Nitrospira เทานั้น (Burrell, Keller 

ตรึงเซลล (Fixation) 
เปาหมาย (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 
การลาง 

ตัวอยางแบคทีเรีย 

ดีเอ็นเอโพรบ 

ดีเอ็นเอโพรบ 



 25 

and Blackall. 1998) แตบางระบบก็พบ Nitrobacter แตก็พบนอยมาก (Chanyarat Paungfoo. 

2003) สวน AOB นั้นบางครั้งพบวาแบคทีเรียในจีนัส Nitrosospira เปนกลุมเดนกวา 

Nitrosomonas ทั้งที่กอนหนานี้มักจะพบวา Nitrosomonas เปน AOB ที่มีบทบาทมากกวา 

(Coskuner and Curtis. 2002) สําหรับเหตุผลที่พบ Nitrospira เปนกลุมเดนมากกวา Nitrobacter 

นั้นเนื่องจากวิธีการในการกินอาหารที่แตกตางกันของแบคทีเรียทั้งสองกลุม อาจอธิบายไดโดย

สมมุติฐาน K และ R strategy โดย Nitrospira นั้นเปนกลุมที่เจริญเติบโตชา สามารถปรับตัวกับ

ปริมาณไนไตรทและออกซิเจนที่มีอยูอยางจํากัดไดดี (K-strategist) ตรงกันขามกับ Nitrobacter ที่

เจริญเติบโตไดเร็ว (R-strategist) (Schramm et al. 1999) ดังนั้นหากปริมาณไนไตรทในระบบต่ํา 

Nitrospira  ก็จะเดนกวา Nitrobacter 

สําหรับในน้ําทิ้งที่มีความเค็มมีการศึกษาแบคทีเรียไนตริไฟอิงในระบบบําบัดแบบ

เอสบีอารในระดับหองปฏิบัติการโดยการใชเทคนิคทางดาน 16S rRNA พบ Nitrosomonas 

nitrosa และ Nitrosomonas communis เปนกลุมเดนของ AOB สวน NOB นั้นไมพบ Nitrospira 

แตพบ Nitrobacter เพียงเล็กนอยเทานั้น โดยพบแบคทีเรียกลุมหนึ่งที่เปนกลุมเดนอยูใน 

Alphaproteobacteria ซึ่งมีลําดับของยีนไมตรงกับเชื้อใดในฐานขอมูล จึงสันนิษฐานไดวาอาจจะ

เปนเชื้อ NOB ชนิดใหม (Chanyarat Paungfoo. 2003) 
7.2  แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 
ในอดีตการนับจํานวนและจําแนกชนิดแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระบบบําบัดน้ําเสีย

โดยอาศัยเทคนิคที่ข้ึนกับการเพาะเลี้ยงเชื้อ มักจะพบวาแบคทีเรียที่นาจะมีสวนเกี่ยวของกับ

กระบวนการดีไนตริฟเคชันหรือเปนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงคือจีนัส Alcaligenes, Pseudomonas, 

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

อยางไรก็ตามยังขาดขอมูลที่จะยืนยันวาแบคทีเรียดังที่กลาวมานี้เปนแบคทีเรียที่มีบทบาทจริง

หรือไมในกระบวนการบําบัดน้ําเสีย Neef และคณะ (1996) ไดใชเทคนิค FISH ศึกษาแบคทีเรีย   

ดีไนตริไฟอิงในระบบบําบัดแบบทรายกรองพบวาถังที่เติมเมทานอลเปนแหลงคารบอนพบ

แบคทีเรีย Paracoccus spp. และ Hyphomicrobium spp. เปนกลุมเดน ตรงขามกับอีกถังที่ไมได

เติมเมทานอลซึ่งพบแบคทีเรียทั้งสองจีนัสนี้ไมถึงรอยละ 0.1 ของปริมาณเซลลทั้งหมดเทานั้น ซึ่งก็

ยืนยันไดระดับหนึ่งวาแบคทีเรียทั้งสองจีนัสเกี่ยวของและมีบทบาทในการรีดิวซไนเตรทใน

กระบวนการบําบัดน้ําเสีย แตจากตรวจสอบดวยเทคนิค Full-cycle rRNA approach ในระบบ

บําบัดน้ําเสียที่บําบัดน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมพบวาจีนัส Azoarcus, Thauera และ 

Zoogloea นาจะเปนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงเนื่องจากมีจํานวนมากในระบบ (Juretschko et al. 
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2002) สอดคลองกับการศึกษาของ Thomsen และคณะ (2004) ที่รายงานวาพบจีนัส Thauera 

และ Zoogloea เปนกลุมเดน สวนในระบบบําบัดน้ําเสียที่บําบัดน้ําทิ้งจากชุมชนกลับพบวาจีนัส 

Aquaspirillum เปนกลุมเดนโดยมีมากถึงรอยละ 30 ของแบคทีเรียทั้งหมด (Thomsen et al. 

2004) 

สําหรับแบคทีเรียในจีนัส Aquaspirillum นั้นพบวาเปนแบคทีเรียกลุมหลักของ  

Betaproteobacteria ที่เปนตนเหตุในการทําใหเกิดโฟม (Foaming) (Nielsen et al. 2004) สวน

จีนัส Thauera และ Zoogloea นั้นพบวาเปนสาเหตุที่ทําใหมีปริมาณโพลิเมอรในน้ําสูงขึ้นจนมีผล

ตอการตกตะกอนและเปลี่ยนถายน้ําในระบบ (Lajoie et al. 2000) ลาสุดมีการใชเทคนิค Stable-

isotope probing (SIP) รวมกับเทคนิค Full-cycle rRNA approach ทําใหไดหลักฐานที่ยืนยันได

วาแบคทีเรียในกลุม Methylobacillus และ Methylophilus อยูในกลุมของ Betaproteobacteria 

เปนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอารใน

ระดับหองปฏิบัติการ (Ginige et al. 2004) ดังนั้นจะเห็นวาการประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล

รวมทั้งเทคนิคอื่นๆ ชวยใหมีการตรวจสอบแบคทีเรียที่มีบทบาทและหนาที่ในสิ่งแวดลอมจริงๆ ได

อยางถูกตองแมนยํา 

สําหรับในน้ําทิ้งที่มีความเค็มนั้นมีการศึกษาจุลินทรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการ    

ดีไนตริฟเคชัน โดยทดลองบําบัดน้ําทิ้งที่มีไนเตรทเขมขนประมาณ 8,800 มิลลิกรัม/ลิตร ความเค็ม

สูงถึงรอยละ 5.5 ซึ่งมีแหลงกําเนิดมาจากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีโลหะหนักปนเปอน ใชกรด      

อะซิติกเปนแหลงคารบอน จากนั้นใชเทคนิค DGGE ตรวจสอบจุลินทรียในระบบซึ่งมีประสิทธิภาพ

การบําบัดทั้งไนไตรทและไนเตรทมากถึงรอยละ 97 ก็พบวาเปนแบคทีเรียกลุม Halomonadaceae 

ซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุม Gammaproteobacteria (Yoshie et al. 2001) ตอมาก็มีการออกแบบ   

ดีเอ็นเอโพรบสําหรับตรวจสอบแบคทีเรียกลุมดังกลาวนี้ใหจําเพาะลงไปอีกโดยใชเทคนิค FISH 

แลวนําไปตรวจสอบในระบบดังกลาวอีกครั้งก็พบวาแบคทีเรียจีนัส Halomonas เปนกลุมเดน

มากกวา Pseudomanas spp. และ Colwellia spp. (Yoshie et al. 2004) 

การศึกษาแบคทีเรียที่มีบทบาทในกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันใน

กระบวนการบําบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็ม ในระยะแรกเริ่มไดมีการใชระบบเอสบีอารบําบัดแอมโมเนีย

ในน้ําทิ้งที่มีความเค็มรอยละ 2.5 เพื่อศึกษากลุมแบคทีเรียไนตริไฟอิงโดยใชเชื้อเร่ิมตนจาก

ผลิตภัณฑทางการคาและจากแหลงธรรมชาติ (Chanyarat Puangfoo. 2003 ; ดอกรัก ชัยสาร. 

2545) ขณะเดียวกันไดใชระบบเอสบีอารศึกษาการบําบัดไนเตรทโดยอาศัยกลุมแบคทีเรียดีไนตริ

ไฟอิง (กวีศักดิ์ สมจิตร. 2545) ตอมาไดมีการเชื่อมตอระบบทั้งสองเขาดวยกันโดยนําน้ําทิ้งที่ผาน
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การบําบัดจากถัง NSBR ซึ่งมีไนเตรทสูงเปนอาหารสําหรับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงโดยเติมใหกับถัง 

DSBR พรอมทั้งเติมเมทานอลเพื่อเปนแหลงคารบอนทําใหเกิดการบําบัดไนโตรเจนอยางสมบูรณ 

เรียกระบบดังกลาววา “ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน” (พีระศักดิ์ ศิริวัฒน. 2546) แมวาใน

ชวงแรกของการเชื่อมตอระบบเขาดวยกันจะมีประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทต่ํา แตภายหลังได

มีการปรับอัตราสวนของเมทานอลและปริมาณของแรธาตุที่จําเปนสําหรับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง

ใหม จึงทําใหมีระบบมีการบําบัดไนเตรทอยางมีประสิทธิภาพ จึงทําใหสามารถบําบัดสารอนินทรีย

ไนโตรเจนไดอยางสมบูรณ (นุกูล อินทระสังขา และคณะ. 2547) 

การศึกษาโครงสรางประชากรแบคทีเรียในระบบดังกลาวก็จะทําใหทราบคําตอบวา

ประชากรแบคทีเรียในระบบที่มีกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็ม

ประกอบไปดวยแบคทีเรียกลุมใดบาง ซึ่งมีประโยชนสําหรับการออกแบบและควบคุมระบบบําบัด

น้ําเสียใหสามารถบําบัดไนโตรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ ขอมูลที่ไดยังสามารถนําไปใชออกแบบ

เปนเครื่องหมายติดตามทางชีวภาพเพื่อใชตรวจสอบติดตามกลุมเชื้อดังกลาว แมวาปจจุบันจะมี

ระบบบําบัดน้ําทิ้งที่สามารถบําบัดไดทั้งแอมโมเนียและไนเตรทไดในถังเดียวกันก็ตาม แตการแยก

กระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันออกจากกันเปนสองระบบนี้ก็เพื่อสรางสภาวะจําเพาะ

สําหรับเชื้อแตละกลุมทําใหสามารถศึกษารายละเอียดทางนิเวศวิทยาของจุลินทรียที่เกี่ยวของได

อยางสะดวก ตลอดจนสามารถนํากลุมเชื้อที่ไดไปทําการเพาะขยายเพื่อนําไปประยุกตใชใน

ส่ิงแวดลอมจริงดวย 

 



บทที่ 3 
วีธีดําเนินการวิจัย 

1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
1.1  การติดต้ังระบบเอสบีอาร 

1.1.1  ถังปฏิกริิยาทาํจากพลาสติกอะคริลิคทรงกระบอก สูง 13.19 นิว้ เสน

ผานศนูยกลาง 5.28 นิ้ว 

1.1.2  Peristaltic pump (Watson Marlow 505S, UK) 

1.1.3  เครื่องกวนแมเหลก็ (Cerastir, Clifton, UK) 

1.1.4  วาลวโซลีนอยด (Solenoid valve) 

1.1.5  หัวทราย (Air diffuser) 

1.1.6  เครื่องเติมอากาศ (Air pump) 

1.1.7  เครื่องตั้งเวลาอัตโนมัติ (Timer) 

1.1.8  ตูเยน็  
1.2  การศึกษาทางจุลชีววิทยา 

1.2.1  Ultrasonicator (Kubota, Insonator 201M, Japan) 

1.2.2  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath) (Optima, WB-710M, USA) 

1.2.3  ตูบมเชือ้ (Incubator) (WTB binder, Germany) 

1.2.4  ตูบมควบคุมอุณหภมูิ (Hybridiser HB-1D, UK) 

1.2.5  กลองจลุทรรศนแบบ Epifluorescence (Olympus, BX51, Japan) 

พรอมกลองถายภาพแบบ CCD (Olympus DP50, Japan) 

1.2.6  สไลดเคลือบ 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  การวิเคราะหคุณภาพน้ํา 
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  เยื่อกรองใยแกว (GF/C) (Whatman) 

1.3.6  บีกเกอร 

1.3.7  ขวดวัดปริมาตร 

1.3.8  เครื่องวดัคาพีเอช (pH meter) 

2.  วัสดุ 
2.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.1.1  อาหาร Alexander and Clark’s medium  
ประกอบดวย 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 
ประกอบดวย(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 
ประกอบดวย 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 
ประกอบดวย 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  กลาเชื้อ 
กลาเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนไดมาจากหลายแหลงไดแก น้ําและดินจากบอเพาะเลี้ยงกุง

ทะเล ผลิตภัณฑจุลินทรียทางการคาสําหรับใชในการเพาะเลี้ยงกุงทะเล และตะกอนจุลินทรียหรือ

สลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานแปรรูปอาหารทะเลในเขตจังหวัดสงขลา โดยมีการ

คัดเลือกเชื้อแลวใชเปนหัวเชื้อต้ังตนในการดําเนินระบบมานานกวา 4 ป 
2.3  น้ําเสียสงัเคราะหสําหรับระบบเอสบีอาร 

2.3.1  น้ําเสียสําหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียไนตริไฟอิง  
น้ําเสียสังเคราะหเรียกวา ASW (Artificial saline wastewater) มีความเขมขน

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

(2.5% NaCl) (ดัดแปลงจาก Liu et al. 2000) ประกอบดวย (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  น้ําเสียสังเคราะหสําหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 
ใชน้ําทิ้ง ASW ที่ผานการบําบัดโดยแบคทีเรียไนตริไฟอิงซึ่งมีไนเตรทมาเปน

อาหารสําหรบเพาะเลี้ยงแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง โดยมีการเติมเมทานอลเพื่อเปนแหลงคารบอน 

อัตราสวนระหวางเมทานอลตอไนเตรท (Methanol/NO3
--N; M/N) เทากับ 3 (น้ําหนัก/น้ําหนัก) 

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

และคณะ (2003) องคประกอบดังแสดงในตารางที่ 3 
 

ตารางที ่3  องคประกอบของสารละลาย 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  การติดต้ังและดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน 
ใชระบบจําลองการบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอารระดับหองปฏิบัติการ ซึ่งดําเนินการ

ทดลองตอจากงานวิจัยของ นุกูล อินทระสังขา และคณะ (2004) โดยมีการดัดแปลงระบบจากเดิม

เล็กนอย เรียกวา “ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน” ใชถังปฏิกรณสองถังตอกันแบบอนุกรม ถัง

แรกเปนถังเติมอากาศเพื่อใหเกิดกระบวนการไนตริฟเคชันโดยอาศัยการทํางานของแบคทีเรีย     

ไนตริไฟอิงเรียกวา “NSBR” (Nitrifying SBR) สวนถังที่สองเปนถังไมเติมอากาศเพื่อใหเกิด

กระบวนการดีไนตริฟเคชันโดยอาศัยการทํางานของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงเรียกวา “DSBR” 

(Denitrifying SBR) ถัง NSBR ปอนดวยน้ําเสีย ASW น้ําเสียที่ผานการบําบัดจากถัง NSBR จะถูก

สงตอใหกับถัง DSBR เพื่อบําบัดไนเตรทใหสมบูรณ ซึ่งเติมเมทานอลดวยการตอเขากับทอน้ําทิ้งที่

ผานการบําบัดจากถัง NSBR กอนเขาถัง DSBR แบบตัวที (T-connection) (ภาพที่ 8) เพื่อใหมี

การผสมเปนเนื้อเดียวกัน ปริมาตรทํางานทั้งสองถังเทากับ 3 ลิตร ทดลองที่อุณหภูมิหอง 25-30 

องศาเซลเซียส อายุตะกอน (Sludge retention time ; SRT) เทากับ 60 วัน คาระยะเวลากักน้ํา 

(Hydraulic retention time ; HRT) เทากับ 1.75 วัน 
 

 
 

ภาพที ่8  แผนผังระบบเอสบอีารแบบสองขั้นตอน 

 

รอบการทํางานของการระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนเทากับ 12 ชั่วโมง ควบคุม

การทํางานดวยเครื่องควบคุมเวลาอัตโนมัติ รายละเอียดระยะเวลาการทํางานของระบบดังแสดง

  
  NSBR DSBR 

หัวจายอากาศ 
P P 

เครื่องกวน 

S หมายถึงจุดเก็บน้ําตัวอยาง และ P หมายถึงปม 

เมทานอล 

ถังเกบ็น้ําที่ผาน

การบําบัด 

S S 
ถังเกบ็น้ําเสีย 

เขาสูระบบ 
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ในตารางที่ 4 โดยในถัง DSBR มีการเติมอากาศ 1 นาทีกอนตกตะกอนเพื่อใหมีการตกตะกอนไดดี

ข้ึน และในนาทีสุดทายของการตกตะกอนจะเปนการปลอยน้ําเสียที่ผานการบําบัดแลว โดยใช

วาลวโซลีนอยดและปมปแบบลูกคลื่นควบคุมการเขาออกของน้ําทิ้ง หุมถังปฏิกิริยาทั้งสองดวย

อะลูมิเนียมฟอยล (Aluminium foil) เพื่อปองกันการเจริญของสาหรายสังเคราะหแสง (ภาพที่ 9) 

 

 
 

ภาพที ่9  ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่ใชในการศึกษา 

 

ตารางที่ 4  ระยะเวลาการทาํงานของระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนใน 1 รอบการทํางาน 

 

ลําดับขัน้ตอนการทาํงาน NSBR DSBR 

เติมน้ําเสยีเขาสูระบบ 10 นาท ี 10 นาท ี

กวน (Anoxic) - 10 ชั่วโมง 

เติมออกซิเจน (Aeration) 10 ชั่วโมง 1 นาท ี

ตกตะกอนและปลอยน้าํทิง้ 1 ชั่วโมง 50 นาท ี 1 ชั่วโมง 49 นาท ี

 
3.2  การวิเคราะหตัวอยางน้ําทางเคมี 
หาปริมาณแอมโมเนียและไนไตรทโดยใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Ammonium test 

และ Nitrite test ที่ใชรวมกับเครื่อง Spectroquant NOVA 60 (Merck Ltd., Germany) วิเคราะห

หาปริมาณไนเตรทดวยวิธีการรีดิวซดวยแคดเมียม (Cadmium copper reduction method) 
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รวมกับการใชชุดทดสอบสําเร็จรูป Nitrite test ที่ใชรวมกับ Spectroquant NOVA 60 (Merck Ltd 

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

งาย (Mixed liquor volatile suspended solids, MLVSS) ตามวิธีมาตรฐาน (APHA. 1992) 
3.3  การศึกษาทางจุลชีววิทยา 
เก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียจาก NSBR และ DSBR ในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพ

ในการบําบัดคงที่ นําไปตรวจสอบปริมาณแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

ตามวิธีการขอ 3.3.2 ทําการตรวจสอบโครงสรางประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA Clone 

library และเทคนิค FISH ตามวิธีการขอ 3.3.3 และ 3.3.4 ตามลําดับ 
3.3.1  การศกึษาลักษณะทางกายภาพของตะกอนจุลินทรีย 
ศึกษาลักษณะทางกายภาพของลักษณะตะกอนจุลินทรียในถังทั้งสองโดยใช

กลองจุลทรรศน (Olympus BX51, Japan) ถายภาพดวยกลองถายภาพแบบ CCD (Olympus 

DP50, Japan) และโปรแกรมบันทึกภาพ Viewfinder Lite (Olympus, Japan) 
3.3.2  การนบัจํานวนแบคทีเรียดวยเทคนิค MPN (Most probable 

number) 
3.3.2.1  การนับจํานวนแบคทีเรียไนตริไฟอิง  นับจํานวน

แบคทีเรียไนตริไฟอิงในถัง NSBR ดวยเทคนิคเอ็มพีเอ็นแบบไมโครเทคนิค (Rowe, Todd and 

Waide. 1977) ใชอาหาร 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 เจือจางตัวอยาง 5 มิลลิลิตรในน้ํา

ทะเลสังเคราะห 45 มิลลิลิตร แลวดูดใสใน Microtiter plates ที่เติมอาหารแลวแถว A ถึง H หลุมๆ 

ละ 100 ไมโครลิตร เจือจางตัวอยาง 2 เทาจากแถว A1 ไปจนถึง A12 และทําเชนกันนี้ในแถว B-H 

ปดฝาแลวนําไปบมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 21 วัน สําหรับ AOB ทดสอบการออกซิไดส

แอมโมเนียเปนไนไตรทดวยสารละลาย Diphenylamine สวน NOB ทดสอบการออกซิไดสไนไตรท

เปนไนเตรทดวยสารละลาย Griess-Ilosvay  การบันทึกคาใหแถวที่มีหลุมผลบวกครบทั้งแถว A 

ถึง H ที่มีความเจือจางนอยที่สุดเปน P1 แถวถัดไปเปน P2 และ P3 ตามลําดับ นําคาไปเทียบกับ

ตารางเพื่อคํานวณหาคาเอ็มพีเอ็น (ภาคผนวก ก) 

3.3.2.1  การนับจํานวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  นับจํานวน

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

ถัง DSBR ดวยเทคนิคเอ็มพีเอ็นแบบไมโครเทคนิคโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Soto และคณะ 

(2002) โดยใชอาหาร Saline DB  และทําเชนเดียวกับการนับจํานวนแบคทีเรียไนตริไฟอิง แตบม
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เพียง 14 วัน สวนการเช็คผลทดสอบการเหลืออยูของไนไตรทและ     ไนเตรทดวยสารละลาย 

Griess-Ilosvay (Alexander and Clark. 1965) และสารละลาย  Morgan  
3.3.3  การศกึษาโครงสรางแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone 

library 
3.3.3.1  การสกัดดีเอ็นเอ  ทําตามวิธีการของ Burrell และคณะ 

(1998) วิธีการโดยยอคือนําตัวอยาง 2 มิลลิลิตรมาปนตกตะกอนเซลล 12,000 x g เปนเวลา 10 

นาที ละลายตะกอนเซลลใน Saline-EDTA (150 mM NaCl, 100 mM EDTA , pH 8.0) 500 

ไมโครลิตร เติม Lysozyme (100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ที่เตรียมใหม 20 ไมโครลิตรผสมใหเขากัน

แลวบมที่ 37  องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง แชแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 

และละลายน้ําแข็งที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 3 นาทีอยางรวดเร็วจํานวน 4 รอบ (Freeze and 

thaw) เติม Sodium dodecyl sulfate (รอยละ 25 w/v) 100 ไมโครลิตรและ Proteinase K (รอย

ละ 2 w/v) 50 ไมโครลิตรแลวบมที่อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส จากนั้นสกัดดวยวิธี Phenol-

chloroform extraction ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Sodium acetate (3 M) 0.12 ml และเอทานอล 1 

มิลลิลิตรบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส คางคืน ตกตะกอน 12,000 x g อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวลางดีเอ็นเอดวยเอทานอล (รอยละ 70) ละลายตะกอน DNA ใน

น้ําบริสุทธิ์ กําจัดอารเอ็นเอดวยเอนไซม RNase (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ตรวจสอบคุณภาพและ

ปริมาณดวยเทคนิค Electrophoresis โดยใช Agarose gel รอยละ 1 ใน Tris-acetate (TAE; 0.04 

M Tris-acetate, 0.001 M EDTA) ยอมดวย Ethidium bromide แลวตรวจสอบดวยเครื่อง UV 

trans-illuminator 

3.3.3.2 การเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA เพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA 

จากดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร 27f และ 1492r 

(Lane. 1991) ใช DNA ตนแบบ 10-100 นาโนกรัม MgCl2 1.5 มิลลิโมลาร dNTPs 200 ไมโคร   

โมลาร ไพรเมอร  0.45 ไมโครโมลาร และเอนไซม Taq DNA polymerase 1 ยูนิต โดยใชเครื่อง 

Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700) ดวยรอบการทํางาน (Cycle) 30 รอบ  แตละ 

Cycle ประกอบไปดวย Denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที Annealing 48 องศาเซลเซียส 1 

นาที Elongation 72 องศาเซลเซียส 2 นาที โดยรอบสุดทายเพิ่ม Elongation 72 องศาเซลเซียส 

เปน 5 นาที (Burrell, Keller and Blackall. 1998) ตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยเทคนิค 

Agarose gel electrophoresis ทําความสะอาด PCR product ดวยชุด QIAquick PCR 

Purification Kit (USA) ตามวิธีการของคูมือผลิตภัณฑ 
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3.3.3.3  การโคลนยนี 16S rRNA โคลนยีนดวยชดุ TOPO TA 

Cloning kit (Invitrogen, USA) โดยนาํ PCR product ที่ไดจากขอ 3.3.3.2 มาเชื่อมตอเขาพลาส

มิด pCR®2.1 TOPO® จากนัน้เคลื่อนยาย (Transformation) เขาใน Competent cell แลว 

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

galactopyranoside) และ Ampicillin (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18 ชั่วโมง เลือกโคโลนทีี่มีสีขาวหรือม ีInsert gene เก็บในอาหาร LB 

ที่ม ี glycerol รอยละ 20 ที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซยีส สวนหนึ่งนําไป Lysis โดยใหความรอนที่

อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที แลวตรวจสอบดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร M13 

Forward และ M13 reverse ตัด Clone ทีม่ีขนาดของ Insert gene ตํ่ากวา 1,500 bp ออกไป 
3.3.3.4  การจัดกลุมโคลนดวยเทคนิค REA (Restriction 

enzymes analysis)  นํา PCR product ที่ไดจากขอ 3.3.3.4 มาตัดชิ้นยีนโดยใชเอนไซมตัด

จําเพาะ HinP1I และ Msp1 (BioLabs) ตามวิธีการของคูมือผลิตภัณฑ ตรวจสอบ PCR product 

ที่ถูกตัดดวยเอนไซมโดยใชเทคนิค Electrophoresis ดวย Agarose gel รอยละ 3 (Sambrook. 

2001) แลวจัดกลุม Clone ที่มีรูปแบบเหมือนกันใหเปน Operational taxonomic units (OTUs) 

เดียวกัน จากนั้นทําการเลือกตัวอยาง Clone ในแตละ OTU เพื่อเปนตัวแทนสําหรับนําไปหาลําดับ

เบสของยีนตอไป 

3.3.3.5  การหาลําดับเบสยีน 16S rRNA  หาลําดับเบสของยีน 

16S rRNA เพียงบางสวน (Partial sequencing) โดยเพิ่มจํานวนยีนของตัวแทนแตละ OTU ดวย

เทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร M13 forward และ M13 reverse ทําความสะอาด PCR product 

ดวยชุด QIAquick PCR Purification Kit (USA) เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะสงไป

หาลําดับเบสดวยเครื่อง DNA sequencer (ABI, Prism377) ที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

3.3.3.6  การวิเคราะหลําดับเบส  ตรวจหาชนิดของจุลินทรียโดย

เปรียบเทียบกับฐานขอมูลสาธารณะ GenBank โดยใชวิธี Basic local alignment search tool 

(BLAST) (Altschul et al. 1990) 
3.3.4  การศกึษาโครงสรางของกลุมแบคทีเรียดวยเทคนิค FISH 
ใชดีเอ็นเอโพรบที่มีความจําเพาะกับแบคทีเรียแตละกลุมต้ังแตระดับจีนัสไป

จนถึงโดเมน (Domain) มีวิธีการเตรียมตัวอยางหรือตรึงตัวอยาง (Fixation) ดังนี้แบงตัวอยางเปน 

2 สวนเพื่อตรึงแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยนําตัวอยาง 2 มิลลิลิตรใสหลอดขนาด 2 

มิลลิลิตรปนตกตะกอน 10,000x g ลางเซลลดวย Phosphate buffer saline (PBS) สําหรับ



 36 

แบคทีเรียแกรมลบใหแชใน Paraformaldehyde รอยละ 4 (ใน PBS) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1-3 ชั่วโมง สวนแบคทีเรียแกรมบวกใหแชในเอทานอลรอยละ 50 เปนเวลา 4-16 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลานําตัวอยาง 2 สวนไปลางเซลลดวย PBS แลวเก็บในเอทานอล/PBS อัตราสวน 1:1 ที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค FISH ที่ดัดแปลงจากวิธีของ 

Amann (1995) วิธีการโดยยอดังนี้ ดูดตัวอยางประมาณ 1-5 ไมโครลิตรกระจายลงบนสไลด
เคลือบเทฟลอน (Teflon slide) ขนาด 10 หลุมที่เคลือบดวยเจลาตินรอยละ 1 ทิ้งใหแหง ดึงน้าํออก

จากเซลล (Dehydration) ดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 50, 80 และ 100 ตามลําดับ จากนั้น 

Hybridization ดวยดีเอ็นเอโพรบความเขมขน 5 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ใน Hybridization buffer 

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

เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ดีเอ็นเอโพรบที่ใชดังแสดงในตารางที่ 6 จากนั้นลางดวย Wash buffer 

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

นาที และลางอีกครั้งดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อแลวทําใหแหง ยอมสไลดดวย Anti-fading solution 

นําไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบ Epifluorescence (Olympus BX51, Japan) ถายภาพ

ดวยกลองถายภาพแบบ CCD (Olympus DP50, Japan) และโปรแกรมบันทึกภาพ Viewfinder 

Lite (Olympus, Japan) นับจํานวนแบคทีเรียโดยใชโปรแกรม Image Tool 3.0 (University of 

Texas Health Science Center at San Antonio, USA) 
 

ตารางที่ 5  ไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 

 

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  ดีเอ็นเอโพรบที่ใชสําหรับการศึกษาแบคทเีรียดวยเทคนิค 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 รวมกันในสัดสวนเทากันสําหรับตรวจสอบแบคทีเรียทั้งหมดเรียกวา  EUBmixed 

              **ความเขมขนของ Formamide สําหรับ Hybridization 37 



บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

ทําการทดลองดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนตอจากงานวิจัยของ นุกูล 

อินทระสังขา และคณะ  (2547)  ซึ่งไดดําเนินระบบมากอนหนานี้เปนเวลามากกวา 4 ป ในชวง

หลังสุดดําเนินระบบดวยเวลากักน้ํา 7 วัน และ 3 วัน การศึกษาครั้งนี้ไดปรับลดคาเวลากักน้ําลงมา

เปน 1.75 วัน การตรวจสอบการเกิดไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันดวยการวิเคราะหปริมาณ

แอมโมเนีย ไนไตรทและไนเตรทในน้ําที่ผานการบําบัดของทั้ง NSBR และ DSBR หลังจากระบบมี

ประสิทธิภาพในการบําบัดหรือเขาสูสภาวะคงที่ (Steady state) จึงเก็บตัวอยางน้ําและตะกอน     

จุลินทรียไปตรวจสอบจํานวนแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงดวยเทคนิคเอ็มพีเอ็น และ

ตรวจสอบชนิดแบคทีเรียโดยเทคนิคที่ไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อคือเทคนิค 16S rRNA clone 

library และเทคนิค FISH เพื่อทราบถึงชนิดของแบคทีเรียที่นาจะมีบทบาทสําคัญในกระบวนการ

ไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันในการบําบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็ม NaCl 25 กรัม/ลิตร ปรากฏผล

การศึกษาดังนี้ 

1.  ประสิทธิภาพการบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจน 

1.1  การบําบัดแอมโมเนยีของ NSBR 
การนับวันที่ดําเนินระบบเริ่มจากวันที่เปลี่ยนเวลากักน้ําจาก 3 วันเปน 1.75 วัน โดย

ใหเปนวันที่ 1 หรือวันแรกของการดําเนินระบบบําบัด จากผลการศึกษาพบวาในการดําเนินระบบ

ชวงแรกหลังจากที่มีการปรับลดเวลากักน้ําในระบบเปน 1.75 วันนั้น ระบบไดลมเหลวไมสามารถ

บําบัดแอมโมเนียไนโตรเจนไดอยางคงที่ โดยคาแอมโมเนียเพิ่มสูงขึ้นและคาไนเตรทมีการลดลง

อยางตอเนื่อง เนื่องจากการลดคาเวลากักน้ําในระบบเทากับเปนการเพิ่มภาระบรรทุกแอมโมเนีย

ของระบบโดยเพิ่มจากเดิม 33 mg l-1d-1 ที่คาเวลากักน้ํา 3  วัน เปน 56.16 mg l-1 d-1 ที่คาเวลากัก

น้ํา 1.75 วัน ดังนั้นระบบซึ่งทํางานโดยอาศัยจุลินทรียจึงตองใชระยะเวลาในการปรบัตัว จากภาพที ่

9 จะเห็นไดวาหลังจากผานวันที่ 30 ของการดําเนินระบบไปแลวระบบเริ่มมีประสิทธิภาพในการ

บําบัดดีข้ึนหรือเร่ิมเขาสูสภาวะคงที่ (ภาพที่ 10) โดยน้ําที่ผานการบําบัดจาก NSBR มีปริมาณ

แอมโมเนียลดลงเรื่อยๆ เฉลี่ยคงเหลือประมาณ 2.17 มิลลิกรัม/ลิตร จากปริมาณแอมโมเนียที่เขาสู 

NSBR เฉลี่ย 98.53 มิลลิกรัม/ลิตร และมีปริมาณไนเตรทสูงขึ้นอยางตอเนื่องเฉลี่ย 87.82 

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

--N) ที่ออกจาก NSBR มีคาเฉลี่ย 92.28 

มิลลิกรัม/ลิตร 
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ผลการตรวจสอบทางเคมีเห็นไดชันเจนวาใน NSBR นาจะเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน

ที่สมบูรณข้ึนจากการทํางานของแบคทีเรียไนตริไฟอิงที่อยูในระบบทั้งสองกลุมคือ AOB ซึ่งออกซิ

ไดสแอมโมเนียเปนไนไตรทและ NOB ออกซิไดสไนไตรทเปนไนเตรท (Bitton. 1994) แตอาจมี

บางสวนของแอมโมเนียที่ไมไดถูกเปลี่ยนไปเปนไนเตรทคือมีการเปลี่ยนรูปจากแอมโมเนียม (NH4) 

เปนแอมโมเนียอิสระ (NH3) ในสภาวะที่เปนดางโดยถูกปลดปลอยขึ้นสูบรรยากาศดวย

กระบวนการที่เรียกวา Ammonia stripping (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ. 2544)  หรือมีบางสวนถูกดูดซึม

เขาไปใชในกระบวนการเจริญเติบโตของเซลลจุลินทรีย  (Assimilation) 
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ภาพที ่10  คาแอมโมเนยีม (♦) ไนไตรท ( ) และไนเตรท ( ) ในน้ําที่ผานการบําบัดจาก NSBR ที่

ดําเนนิระบบดวยระยะเวลากักน้าํ 1.75 วัน 

 

ในชวงวันที่ 90 ของการดําเนินระบบไดเกิดปญหาทางเทคนิคเกี่ยวกับระบบเติม

อากาศ โดยเครื่องเติมอากาศเกิดการไหม และมีควันบางสวนที่เกิดจากการไหมเขาไปในระบบ ทํา

ใหประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนียของ NSBR ลมเหลว จึงไดแกไขโดยเพิ่มเวลากักน้ําเปน 3 วัน 

ประสิทธิภาพการบําบัดของ NSBR จึงเริ่มดีข้ึนตามลําดับ อยางไรก็ตามกอนหนานั้นไดมีการเก็บ

ตัวอยางตะกอนจุลินทรียจาก NSBR ไวแลวในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่คือวันที่ 

70 ของการดําเนินระบบ เพื่อนําไปศึกษาลักษณะโครงสรางของชุมชนจุลินทรียดวยเทคนิคดาน  

16S rRNA clone library และเทคนิค FISH ตอไป เพื่อที่จะไดทราบศึกษาถึงกลุมแบคทีเรียที่นาจะ

เกี่ยวของกับไนตริฟเคชันในน้ําเค็ม 

 
 

1.75 day HRT 3 day HRT 
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1.2  การบําบัดไนเตรทของ DSBR 
สําหรับ DSBR เปนถังไรออกซิเจนอิสระที่ปอนดวยน้ําปลอยทิ้งจาก NSBR ซึ่งมี   

ไนเตรทที่เกิดจากปฏิกิริยาไนตริฟเคชัน โดยมีการเติมเมทานอลเพื่อใหเปนแหลงคารบอนเขาในทอ

จายน้ํากอนเขาสู DSBR โดยหลังจากเริ่มตนการบําบัดหรือดําเนินระบบในชวง 10 วันแรก (ภาพที่ 

11) ระบบแปรปรวนเล็กนอยเทานั้น แตหลังจากนั้นระบบก็สามารถบําบัดไนไตรทและไนเตรทได

อยางคงที่ ถือไดวาระบบคอนขางมีประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทไดอยางรวดเร็วและ

สม่ําเสมอ เพราะไมวาคาไนไตรทและไนเตรทที่เขาสูระบบจะมีคาสูงหรือตํ่าน้ําทิ้งที่ผานการบําบัด

จาก DSBR ก็จะมีคา NOx-N เฉลี่ยไมเกิน 0.77 มิลลิกรัม/ลิตร จากปริมาณ NOx-N ที่เขาสู DSBR 

เฉลี่ย 92.28 มิลลิกรัม/ลิตร โดยในชวงที่ระบบคงที่นี้น้ําทิ้งที่เขาสู DSBR จะมีปริมาณแอมโมเนีย

ปนมาดวยเฉลี่ย 2.17 มิลลิกรัม/ลิตร เนื่องจากเหลือมาจากการเกิดไนตริฟเคชันที่ไมสมบูรณใน 

NSBR แตแอมโมเนียที่เขามาในระบบก็ไมสงผลตอการเกิดไนตริฟเคชันแตอยางใด การหายไป

ของ NOx-N ใน DSBR แสดงใหเห็นวามีการเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันขึ้นภายในถัง ซึ่งไมใชเกิด

จากการเติบโตของสาหรายสังเคราะหแสงเนื่องจากมีการปองกันดวยการหุมถังดวยอะลูมิเนียม

ฟอยล ปฏิกิริยาดีไนตริฟเคชันที่เกิดขึ้นนาจะเกิดจากกลุมแบคทีเรียที่สามารถเปลี่ยนไนเตรทและ

ไนไตรทเปนกาซไนโตรเจนในสภาวะไรออกซิเจนอิสระ โดยเปนกลุมที่ใชเมทานอลที่มีการเติมเขา

ไปในระบบเปนแหลงคารบอนสําหรับการสรางพลังงาน (Purtschert and Gujer. 1999) 
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ภาพที ่11  แสดงคาแอมโมเนีย (♦) ไนไตรท ( ) และไนเตรท ( ) ในน้ําทีผ่านการบําบดัจาก 

DSBR ที่ดําเนนิระบบดวยระยะเวลากกัน้าํ 1.75 วัน 

 

1.75 day HRT 3 day HRT 
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หลังจากชวงวันที่ 90 ของการดําเนินระบบที่เกิดปญหาทางเทคนิคเกี่ยวกับระบบ

เติมอากาศของ NSBR นั้น ไดสงผลกระทบตอ DSBR เชนกัน โดยในภาพที่ 11 จะเห็นวาปริมาณ

แอมโมเนียที่ออกจาก DSBR นั้นมีปริมาณสูง เนื่องจากเปนแอมโมเนียที่เหลือมาจากการบําบัดใน 

NSBR แลวถูกสงตอมายัง DSBR นอกจากนี้การลมเหลวของ NSBR ในการบําบัดแอมโมเนียก็

สงผลกระทบโดยตรงตอปริมาณของไนเตรทที่จะเขาสู DSBR อยางไรก็ตามแมปริมาณไนเตรทที่

เขาสู DSBR จะนอยแตระบบก็ยังสามารถบําบัดไนเตรทและไนไตรทไดเปนอยางดี หลังจากวันที่ 

120 ของการดําเนินระบบซึ่งไดปรับเพิ่มคาระยะเวลากักน้ําเปน 3 วันแลวระบบก็เร่ิมเขาสภาวะ

คงที่ตามลําดับ ปริมาณแอมโมเนียเริ่มลดลงตามประสิทธิภาพการบําบัดของ NSBR และชวง 10 

วันแรกของการเพิ่มคาระยะเวลากักน้ําการทํางานของระบบจะแปรปรวนเล็กนอย โดยไนเตรทที่

ผานการบําบัดนั้นมีคาเพิ่มสูงขึ้นกวาเดิม หลังจากนั้นจึงคอยลดลงมาทีละนอย 

สําหรับเมทานอลที่เติมเขา DSBR ใชอัตราสวน M/N เทากับ 3:1 เพื่อใหแนใจวา

เพียงพอตอการเกิดกระบวนการดีไนตริฟเคชันจนสมบูรณ (Foglar and Briški. 2003) โดยมีการ

เสนอไวที่อัตราสวนเทากับ 2.47:1 (McCarthy et al. 1969) และ 2.87:1 สําหรับน้ําทะเล 

(Catalan-Sakairi      et al. 1997) เมทานอลถือเปนตัวใหอิเล็กตรอนที่มีราคาถูกเมื่อเปรียบเทียบ

กับแหลงคารบอนชนิดอื่น เชน เอทานอล กรดอะซีติก และ กลูโคส เปนตน ดังนั้นจึงถูกนําไปใช

อยางแพรหลายในการบําบัดน้ําไนโตรเจนทางชีวภาพที่อาศัยกระบวนการดีไนตริฟเคชัน 

(Bilanovic et al. 1999) 

อยางไรก็ตามในโรงงานบําบัดน้ําเสียขนาดใหญ อาจจะตองใชเมทานอลในปริมาณ

มหาศาลทําใหเพิ่มคาใชจายในการบําบัดใหสูงขึ้นได แนวทางอื่นคืออาจใชคารบอนจากแหลงอื่นที่

ชวยลดตนทุน เชน กรดไขมันระเหยไดหรือวีเอฟเอ (Volatile fatty acid; VFA) ที่พบมากในน้ําเสีย

จากชุมชนหรือน้ําเสียจากเกษตรกรรมสามารถนํามาเปนแหลงคารบอนสําหรับดีไนตริฟเคชันโดย

ไมตองมีคาใชจาย โดยเฉพาะน้ําที่เหลือจากการหมักขยะชุมชนแบบไรอากาศมีวีเอฟเอสูงถึง 

25,000 มิลลิกรัม/ลิตร (Sans et al. 1995) ซึ่งมีคาเทากับใชเมทานอล 35,000 มิลลิกรัม/ลิตร หรือ

คารบอนแหลงอื่นที่มีคาใชจายไมสูงคือ กากน้ําตาล (Molasses) (Quan et al. 2005) อยางไรก็

ตามกากน้ําตาลประกอบไปดวยน้ําตาลโมเลกุลใหญ (Polysaccharide) เปนองคประกอบหลัก จึง

จําเปนตองยอยโมเลกุลน้ําตาลเหลานี้ใหเล็กลงเปน ซูโครส กลูโคส หรือ ฟรุกโตส เพื่อใหแบคทีเรีย

ดีไนตริไฟอิงนําไปใชไดอยางรวดเร็ว (Najafpour and Shan, 2003) 

 

 



 42 

1.3  ประสิทธิภาพโดยรวมของระบบ 
จากผลการดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนอยางตอเนื่องดวยเวลากักน้ํา  

1.75  วัน โดยมีคาภาระบรรทุกแอมโมเนียมไนโตรเจนเทากับ เปน 56.16 mg l-1 d-1 และภาระ

บรรทุกไนเตรทไนโตรเจนเทากับ เปน 50 mg l-1 d-1 (ตารางที่ 7) เมื่อระบบมีประสิทธิภาพในการ

บําบัดคงที่คือชวงวันที่ 30 ถึง 90 ของการบําบัดพบวา NSBR มีประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนีย

รอยละ 99.86  สวน DSBR มีประสิทธิภาพการบําบัดไนเตรทรอยละ 99.31 เมื่อเปรียบเทียบกับ

การศึกษาที่ผานมาของนุกูล อินทระสังขา และคณะ (2547) ที่ดําเนินระบบดวยคาเวลากักน้ํา 7 

วันและ 3 วันดังภาพที่ 12 พบวาประสิทธิภาพการบําบัดแอมโมเนียลดลงเพียงเล็กนอย จากเดิม

รอยละ 100 ที่ระยะกักน้ํา 7 วัน และ 3 วัน  ในขณะที่ประสิทธิภาพการบําบัดไนเตรทเพิ่มข้ึน

เล็กนอย จากเดิมรอยละ 97 ที่ระยะกักน้ํา 7 วัน และรอยละ 98 ที่ระยะกักน้ํา 3.5 วัน 
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ภาพที ่12  แสดงประสิทธิภาพของการบําบดัแอมโมเนียและไนเตรทของ NSBR และ DSBR ที่

ดําเนนิระบบดวยคาระยะเวลากักน้ําที่แตกตางกัน 

 

ตารางที่ 7  คาอัตราภาระบรรทุกของแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและไนเตรท-ไนโตรเจนที่เขาสูถัง 

NSBR และ DSBR 

 

เวลากัก
น้ํา 

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

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

อางอิง 

7 17 13 นุกูลและคณะ (2547) 

3.5 33 26 นุกูลและคณะ (2547) 

1.75 56 50 การศึกษานี ้
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สําหรับน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยเฉพาะคลอไรดอิออน (Cl-) มักจะสงผลตอ

ประสิทธิภาพของกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชัน โดยประสิทธิภาพของไนตริฟเคชัน

จะลดลงหากความเขมขนของคลอไรดสูงขึ้น Pansawad และ Anan (1999) รายงานวาที่ความ

เค็มของ NaCl 30 กรัม/ลิตร จะยับยั้งไนตริฟเคชันรอยละ 55 นอกจากนี้จากการใชระบบแผนจาน

หมุนชีวภาพบําบัดแอมโมเนียดวยกระบวนการ “OLAND” (Oxygen-limited autotrophic 

nitrification-denitrification) พบวาระบบตองใชเวลานานถึง 178 วันในการปรับตัวหลังเพิ่มความ

เค็มของ NaCl ในน้ําทิ้งเปน 30 กรัม/ลิตร โดยอัตราไนตริฟเคชันลดลงรอยละ 43 (Windey, De Bo 

and Verstraete. 2005) สวนประสิทธิภาพดีไนตริฟเคชันลดลงจากความเขมขนของคลอไรดที่

เพิ่มข้ึนเชนกัน แตอยางไรก็ตามการบําบัดไนโตรเจนทางชีวภาพดวยกระบวนการดีไนตริฟเคชัน

สามารถเกิดไดในน้ําที่มีคลอไรดสูงถึง 96.7 กรัม/ลิตรได (Ucisik and Henze. 2004) สําหรับ

ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ไดทดลองบําบัดน้ําทิ้งที่มีความเค็มของ 

NaCl 25 กรัม/ลิตร มีการดําเนินระบบมานานทําใหระบบสามารถปรับตัวอยางไดรวดเร็วหลังจาก

การปรับเปลี่ยนคาระยะกักน้ําและมีประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนียและไนเตรทคงที่ 
1.4  อัตราการเกิดไนตรฟิเคชันและดีไนตริฟเคชัน 
ไดทําการหาอัตราการเกิดไนตริฟเคชันจําเพาะ (Specific ammonification rate) ใน 

NSBR ที่ดําเนินระบบแบบตอเนื่องไดโดยใชสมการดังตอไปนี้ (ดัดแปลงจาก Foglar and Briški. 

2003) 

 
โดยที ่

[NH4
+-N]in = ปริมาณแอมโมเนียในน้าํเขา (mg/l) 

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

X = ความเขมขนของมวลชวีภาพ (gVSS/l) 

V = ปริมาตรถัง (l) 

R= อัตราไหลของน้ําเขา (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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จากผลการดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนดวยเวลากักน้ําเทากับ 1.75  วัน

ในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพการบําบัดคงที่ สามารถหาอัตราไนตริฟเคชันจําเพาะของ NSBR ได

ดังนี้ จากสมการที่ 7 สามารถหาคาอัตราภาระบรรทุกแอมโมเนียมไนโตรเจน (NH4
+-N loading 

rate) ไดเทากับ 2.34 mgNH4
+ -N l-1 h-1 จากสมการที่ 8 หาคา Volumetric nitrification rate ได

เทากับ 2.29  mgNH4
+ -N l-1 h-1 และจากสมการที่ 9 หาคาอัตราไนตริฟเคชันจําเพาะไดเทากับ 

2.42 mgNH4
+ -N gVSS-1 h-1 หรือเทากับ 0.20 mgNH4

+ -N mgMLVSS-1d-1 

การหาอัตราดีไนตริฟเคชันจําเพาะในระหวางกระบวนการดีไนตริฟเคชันของ DSBR 

ที่ดําเนินระบบแบบตอเนื่องไดโดยใชสมการจากงานวิจัยของ Foglar และ Briški (2003) 

ดังตอไปนี้ 

 
โดยที ่

[NO3
--N]in = ปริมาณไนเตรทในน้ําเขา (mg/l) 

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

X = ความเขมขนของมวลชวีภาพ (gVSS/l) 

V = ปริมาตรถัง (l) 

R= อัตราไหลของน้ําเขา (l/h) 

จากผลการดําเนินระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนดวยคาระยะเวลากักน้ําเทากับ 

1.75 วันในชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพการบําบัดคงที่ สามารถหาคาอัตราดีไนตริฟเคชันจําเพาะ 

(Specific denitrification rate) ของ DSBR ไดดังนี้ จากสมการที่ 10 สามารถหาคาอัตราภาระ

บรรทุก ไนเตรทไนโตรเจน (NO3
--N loading rate) ไดเทากับ 2.09 mgNO3

- -N l-1 h-1 จากสมการที่ 

11 หาคา Volumetric denitrification rate ไดเทากับ 2.08 mgNO3
- -N l-1 h-1 และจากสมการที่ 12 

หาคาอัตราดีไนตริฟเคชันจําเพาะไดเทากับ 1.84  mgNO3
- -N gVSS-1 h-1  หรือเทากับ  0.15 

mgNO3
--N mgMLVSS-1d-1 สามารถเปรียบเทียบดีไนตริฟเคชันจําเพาะกับงานวิจัยอื่นซึ่งมีการใช

เมทานอลเปนแหลงคารบอนเหมือนกันดังตารางที่ 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  เปรียบเทียบอัตราดีไนตริฟเคชนัจําเพาะโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนกับ

งานวิจยัอื่น 

 

กระบวนการ
บําบัด 

อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซยีส) 

อัตราดีไนตรฟิเคชันจาํเพาะ 
(mgNO3

--N mgMLVSS-1d-1) 
อางอิง 

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  ตะกอนจุลินทรียของ NSBR 
ผลการศึกษาลักษณะทั่วไปของตะกอนจุลินทรียใน NSBR พบวาตะกอนจุลินทรียมี

เนื้อคอนขางละเอียด มีสีน้ําตาลออนขุนละลายเปนเนื้อเดียวกับน้ําในระบบ จากการตรวจสอบดวย

กลองจุลทรรศนพบจุลินทรียอาศัยอยูหลายกลุม รูปรางแตกตางกัน คือโปรโตซัวกลุมวายน้ําอิสระ 

แบคทีเรียเสนใย แบคทีเรียรูปกลม รูปทอน ลักษณะตะกอนจุลินทรียในชวงที่ระบบยังไมมี

ประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่นั้น ตะกอนจุลินทรียจะจับกันเปนกลุมกอนหรือฟล็อกไมหนาแนน

มาก พบโปรโตซัวกลุมวายน้ําอิสระที่มีซีเลีย (Free swimming ciliated protozoa) จํานวนมาก 

(ภาพที่ 13) แตหลังจากที่ระบบเริ่มเขาสูสภาวะคงที่หรือมีประสิทธิภาพในการบําบัดแอมโมเนีย

แลวพบวาตะกอนมีการจับเปนฟล็อกหนาแนนขึ้น ภายในฟล็อกจะมองเห็นกลุมเซลลจับกันเปน

กอนๆ หรือคลัสเตอร (Cluster) กระจายอยูภายใน โดยอาจจะเปนกลุมจุลินทรียที่มีบทบาทใน

กระบวนการไนตริฟเคชัน สวนโปรโตซัวกลุมวายน้ําอิสระที่มีซีเลียซึ่งเคยพบจํานวนมากนั้นหายไป 
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และพบโปรโตซัวกลุมที่มีแฟลกเจลลา (Flagellated protozoa) เปนกลุมเดนขึ้นมาแทน ซึ่งการพบ

โปรโตซัวชนิดตางๆ ในระบบบําบัดน้ําเสียนั้นสามารถนํามาใชเปนดัชนีบงชี้ถึงการเกิดกระบวนการ

ไนตริฟเคชันได (De A. Cybis and Horan. 1997) อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไมไดศึกษาชนิด

ของโปรโตซัวอยางละเอียดเปนเพียงการสังเกตเบื้องตนเทานั้น 

 

 
 

ภาพที ่13  ภาพถายลักษณะตะกอนจุลินทรียจาก NSBR ดวยกลองจลุทรรศนในชวงที่ระบบยังไม

เขาสภาวะคงที ่

 
2.2  ตะกอนจุลินทรียของ DSBR 
ผลการศึกษาพบวาลักษณะตะกอนจุลินทรียของ DSBR มีสีดําเขมเกาะกันเปนกอน 

กอนระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทพบโปรโตซัวกลุมที่วายน้ําอิสระเปนจํานวนมาก  

และหลังจากระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่แลวไมพบโปรโตซัวกลุมดังกลาว แตก็ไมพบวา

มีโปรโตซัวกลุมใดเดนขึ้นมาแทนที่ นอกจากนี้กอนระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดลักษณะ

ฟล็อกเกาะเปนเปนกอนใหญและหนาแนน แตหลังจากระบบเริ่มมีประสิทธิภาพในการบําบัด

ลักษณะตะกอนมีการจับกันไมแนน และพบวามีแบคทีเรียเสนใยหลายชนิดอาศัยภายอยูในฟล็อก

ดังภาพที่ 14 
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ภาพที ่14  ภาพถายลักษณะตะกอนจุลินทรียใน DSBR ดวยกลองจุลทรรศนในชวงที่ระบบเขาสู

สภาวะคงที่ (A) และลักษณะเซลลแบคทีเรียเสนใยทีพ่บ (B) โดยขยายจากภาพ A (ใน

พื้นที่เสนประ) 

 
3.  การศึกษาจุลินทรียดวยเทคนิค MPN 

ผลการตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันดวยวิธีการทางเคมี

พบวาเกิดปฏิกิริยาไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันเกือบสมบูรณทั้งใน NSBR และ DSBR เพื่อหา

จํานวนกลุมแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจึงเก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียทั้งจาก 

NSBR และ DSBR มาตรวจสอบจํานวนดวยเทคนิค MPN โดยเก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียจาก

ชวงที่ระบบมีประสิทธิภาพในการบําบัดคงที่คือวันที่ 70 ของการดําเนินระบบ แลวนับจํานวน 

แบคทีเรียไนตริไฟอิงคือ AOB และ NOB และนับจํานวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงคือ NRB และ DB 

ผลการศึกษาพบวามี AOB เทากับ 3.2x105 MPN/ml พบ NOB เทากับ 2.6x104 MPN/ml สวนการ

นับจํานวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในถัง DSBR พบ NRB เทากับ 5.3x103 MPN/ml และ DB พบ

เทากับ 7.4x104 MPN/ml 

จากภาพที่ 15  ยืนยันไดวามีเชื้อแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงอยูในระบบจริง

สอดคลองกับผลการตรวจวัดทางเคมี แตจํานวน NOB ที่ไดจากการนับจํานวนดวยเทคนิค MPN มี

นอยกวา AOB หลายเทาตัว สาเหตุเนื่องจากปกติแลว NOB มีอัตราการเจริญเติบโตชากวา AOB 

และสาเหตุที่สําคัญขึ้นอยูกับเทคนิคที่ใชในการนับจํานวนดวย โดยเทคนิคที่ตองอาศัยการ

เพาะเลี้ยงเชื้ออยางเทคนิค MPN มีขอจํากัดดานเวลาที่ตองใชในการบมเชื้อนานเกินไป และการ

นับจํานวนแบคทีเรียที่ไมแมนยํา โดยเฉพาะแบคทีเรียไนตริไฟอิงนั้นเซลลมักจะมีการเกาะเปนกลุม

กอน จึงยากที่จะกระจายเซลลใหดีกอนทําการนับจาํนวน ทําใหจํานวนแบคทีเรียที่ไดอาจจะไมตรง
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กับความเปนจริง เพื่อแกปญหาดังกลาวเทคนิคเบื้องตนที่สามารถนํามาประยุกตใชได คือการใช

คลื่นเสียงความถี่สูง (Ultrasonication) กอนนําตัวอยางไปนับจํานวนแบคทีเรีย เพื่อกระจายเซลล

ที่จับกันเปนกอนใหหลุดออกจากกัน แตเพื่อใหไดผลการศึกษาที่แมนยํากวา ในการศึกษาครั้งนี้จึง

ใชเทคนิคที่ไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อคือเทคนิค FISH และเทคนิคการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน 16S rRNA เขามาตรวจสอบกลุมแบคทีเรียทั้งสองกลุม 
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ภาพที ่15  จาํนวนแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงใน NSBR และ DSBR ที่นบัดวยเทคนิค 

MPNแบบไมโครเทคนิคในวนัที ่70 ของการดําเนินระบบ 

 

4.  การศึกษาโครงสรางแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone library 
ผลการเก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอนในชวงที่ระบบมี

ประสิทธิภาพการบําบัดทั้งแอมโมเนียและไนเตรทคงที่คือวันที่ 70 ของการบําบัด นํามาศึกษา

โครงสรางประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA clone library ไดผลดังนี้  
4.1  Clone library ของ NSBR 
ผลการศึกษาโครงสรางประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค Clone library ของตัวอยาง

ตะกอนจุลินทรีย NSBR พบวาไดรับ Clone ทั้งหมด 98 Clone (ตารางที่ 9) จากการจัดกลุม 

Clone ทั้งหมดโดยอาศัยเทคนิค REA ซึ่งเปนการตัดชิ้นยีน 16S rRNA ดวยเอนไซมเอนไซมตัด

จําเพาะ HinP1I และ Msp1 แลวแยกชิ้นยีนที่ถูกตัดดวยเทคนิค Gel electrophoresis จะเห็นเปน

รูปแบบหรือลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันตามชนิดของแบคทีเรีย ทําใหสามารถจัดกลุม Clone ที่

NSBR DSBR 
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มีรูปแบบดีเอ็นเอที่เหมือนกันโดยจัดเปน  OTU (Operational taxonomic unit) เดียวกัน โดย

ตัวอยางตะกอนจุลินทรีย NSBR จัดกลุมไดเปน 20 OTU (ภาพที่ 16) โดยพบ OTU N1  เปนกลุม

เดนคิดเปนรอยละ 25.5  ของจํานวน Clone ทั้งหมด รองลงมาเปน OTU N2 พบรอยละ 16.3, 

OTU N3 พบรอยละ 11.2, OTU N4 พบรอยละ 8.16, OTU N5 พบรอยละ 7.14, OTU N6 พบ

รอยละ 6.12, OTU N7 พบรอยละ 5.1, OTU N8 พบรอยละ 4.08, OTU N9 และ N10 พบรอยละ 

3.06 สวนที่เหลือคือต้ังแต OTU N11 ถึง OTU N20 พบวามีรูปแบบของ REA ที่แตกตางกันไม

สามารถจัดกลุมได และพบเพียง OTU ละ 1 Clone เทานั้น  
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ภาพที ่16  จํานวน OTU ใน NSBR clone library ที่ไดทัง้หมดหลังแบงกลุมดวยเทคนิค REA 

 

หลังจากเลือกตัวแทนของแตละ OTU ไปหาลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rRNA 

แลวนําไปทําการวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูลสาธารณะโดยใชลําดับเบสของยีน 16S rRNA 

เพียงบางสวนดวยโปรแกรม  Basic local alignment search tool  ผลการ BLAST พบวา OTU 

N1 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียแทจริงที่จําแนกชนิดไมได (Unidentified Eubacterium) รวมทั้ง 

OTU อ่ืนๆ ก็พบวาเปนแบคทีเรียแทจริงที่จําแนกชนิดไมไดเชนกัน โดยรวมแลวพบแบคทีเรียแทจริง

ที่จําแนกชนิดไมไดเปนกลุมเดนใน NSBR มากถึงรอยละ 38.77 สวนแบคทีเรียในไฟลัม 

Proteobacteria พบเพียง Alphaproteobacteria และ Gammaproteobacteria เทานั้น โดยพบ

รอยละ 26.53 และรอยละ 11.22 ตามลําดับ (ตารางที่ 9) สําหรับแบคทีเรียในไฟลัม Cytophaga-

Flavobacterium-Bacteriodes (CFB) พบเพียงรอยละ 3.06 เทานั้น อยางไรก็ตามไมมีรายงานวา

แบคทีเรียในกลุมนี้เปนแบคทีเรียไนตริไฟอิงทั้งในกลุม AOB และ NOB 
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สําหรับแบคทีเรียกลุม AOB พบวา Clone CN2, CN98, CN99 และ CN 107 มี

ลําดับเบสของยีน 16S rRNA ใกลเคียงกับ Nitrosococcus oceani (รอยละ 96 จากผลการ 

BLAST) โดยคิดเปนรอยละ 4 ของจํานวน Clone ทั้งหมด และไมพบวามี Clone ใดใน NSBR นี้มี

ลําดับใกลเคียงกับ NOB ที่มีอยูในฐานขอมูลเลย ทั้งที่จากการตรวจสอบทางเคมีและนับจํานวน

ดวย MPN ก็พบวามีปฏิกิริยาไนตริฟเคชันเกิดขึ้น จึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งวาการศึกษาครั้งนี้อาจ

พบเชื้อแบคทีเรียกลุมใหมอีกเปนจํานวนมากโดยเฉพาะแบคทีเรียแทจริงที่จําแนกชนิดไมได ซึ่ง

จําเปนตองศึกษารายละเอียดเพิ่มเติมในอนาคต 

 
ตารางที่ 9  ผลการ BLAST กลุมแบคทีเรียที่พบใน 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 
ผลการศึกษาโครงสรางประชากรในตะกอนจุลินทรียของ DSBR ดวยเทคนิค Clone 

library พบวาไดรับจํานวน Clone ทั้งหมด 106 Clone สามารถจัดกลุม Clone ดวยเทคนิค REA 

ไดเปน 9 OTU (ภาพที่ 17) โดยพบ  OTU D1 เปนกลุมเดนซึ่งพบมากถึงรอยละ 56.6 ของจํานวน 

Clone ทั้งหมด ผลจากการ BLAST  พบวา OTU D1  มีความใกลเคียงกับ Methylophaga 

marina (รอยละ97) ซึ่งเปนสมาชิกของคลาส Gammaproteobacteria ไฟลัม Proteobacteria 

(Janvier and Grimont. 1995) นอกจากนี้ยังพบวา OTU D3 มีความใกลเคียงกับ Methylophaga 

thalassica (รอยละ 98) โดยพบรอยละ 9.4 ของจํานวน Clone ทั้งหมด ดังนั้นโดยรวมแลวใน 

DSBR พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนรอยละ 66.98 ของจํานวน 

Clone ทั้งหมด สวนแบคทีเรียในคลาส Alphaproteobacteria พบเพียงเล็กนอยไมถึงรอยละ 1 
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และคลาส Betaproteobacteria ไมพบเลย นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียแทจริงที่ยังจําแนกไมไดถึง

รอยละ 20.7 (ตารางที่ 10) 
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ภาพที ่17  จํานวน OTU ใน DSBR clone library ที่ไดทัง้หมดหลังแบงกลุมดวยเทคนิค REA 

 

ตารางที่ 10  แสดงผลการ BLAST กลุมแบคทีเรียทีพ่บใน DSBR clone library 

 

Phylogenetic group Relative abundance (%) 

Gammaproteobacteria 66.9 

Unidentified Eubacterium 20.7 

CFB Phylum 11.3 

Alphaproteobacteria 0.9 

 

ทั้งนี้คาดวาแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga อาจจะมีบทบาทในกระบวนการ      

ดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน ซึ่งพบวาบางสปชีสของ

จีนัสนี้คือ Methylophaga alcalica สามารถที่จะรีดิวซไนเตรทเปนไนไตรทได (Doronina et al. 

2003) แตอยางไรก็ตามยังไมมีการศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อกลุมนี้ในดานการเปนเชื้อ

แบคทีเรียในกลุมดีไนตริไฟอิง ดังนั้นจึงจําเปนตองแยกเชื้อบริสุทธิ์เพื่อนํามาศึกษารายละเอียดทาง

สรีรวิทยาของแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga ตอไป 
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สําหรับแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga จัดวาเปนแบคทีเรียที่อาศัยพลังงานจาก

สารคารบอนในหมูเมทิล (Methylotrophic bacteria) กลุมที่มีวิถี RuMP (RuMP pathway) ในการ

ยอยสลายคารบอน 1 อะตอม เรียกวาแบคทีเรียเมทิลโลโทรบ RuMP (RuMP-pathway 

methylobacteria) โดยแบคทีเรียกลุมนี้มีหลายจีนัส เชน Methylobacillus, Methylovorus และ 

Methylophaga เปนตน (Hanson and Hanson. 1996) แตจีนัส Methylophaga นั้นแตกตางจาก

แบคทีเรียเมทิลโลโทรบ RuMP จีนัสอ่ืนอยางชัดเจน โดยแบคทีเรียในจีนัส Methylophaga 

ตองการ Na+, Mg2+ และ วิตามิน B12 ในการเจริญเติบโต มีความทนทานตอความเค็มสูง มี

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

การศึกษาโครงสรางชุนชนแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชันในน้ํา

ที่มีความเค็มมีนอยมาก (Labbe et al. 2003 ; Yoshie et al. 2001 ; Yoshie et al. 2004)  สวน

ใหญจะเปนการศึกษาดวยเทคนิคอื่นในดานการตรวจสอบยีนที่แสดงออก เชน การใชเทคนิค PCR 

โดยมีการออกแบบไพรเมอรเพื่อตรวจสอบยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชัน เชน ยีน 

nirK (Braker et al., 1998) และยีน nirS (Hallin et al., 1999) เปนตน โดยจากการศึกษา

โครงสรางชุมชนแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชันในน้ําทิ้งที่มีความเค็มโดยอาศัย

เทคนิคดาน 16S rRNA พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลอง

กับการศึกษาในครั้งนี้ 
 

ตารางที่ 11  โครงสรางของประชากรแบคทีเรียใน Clone library ของตัวอยาง 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 (ตอ) 

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 



 54 

ตารางที่ 11  (ตอ) 

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.  การศึกษาจุลินทรียดวยเทคนิค FISH 
เก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียในชวงเดียวกับที่นํามาตรวจสอบดวยเทคนิค Clone library 

เพื่อนํามาตรวจสอบกลุมจุลินทรียดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบที่ไดจากงานวิจัยอื่นคือ   

ดีเอ็นเอโพรบ GAM42a, BET42a และ ALF1b ตลอดจนดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะกับกลุมแบคทีเรีย

ไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิงที่ไดจากงานวิจัยอื่น โดยการนับจํานวนของทุกดีเอ็นเอโพรบนั้นจะ

เปรียบเทียบกับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดซึ่งใชโพรบ EUBmixed จะทําใหไดจํานวนแบคทีเรีย

เฉพาะกลุมเทียบเปนสัดสวนตอแบคทีเรียทั้งหมด 
5.1  การตรวจสอบตะกอนจุลินทรียใน NSBR ดวยเทคนิค FISH 
ผลการตรวจสอบกลุมแบคทีเรียใน NSBR ดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบ 

GAM42a, BET42a และ ALF1b เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria โดยนับ

จํานวนกลุมแบคทีเรียดวยดีเอ็นเอโพรบดังกลาวเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed ซึ่งเปน 
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ดีเอ็นเอโพรบสําหรับแบคทีเรียทั้งหมด พบวาแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria มีกลุมแบคทีเรีย

ในคลาส Alphaproteobacteria เปนกลุมเดนรอยละ 29.7 ของแบคทีเรียทั้งหมด รองลงมาคือ

คลาส Gammaproteobacteria รอยละ 21.5 ของแบคทีเรียทั้งหมด และคลาส 

Betaproteobacteria พบนอยมากเพียงรอยละ 2.4 ของแบคทีเรียทั้งหมดเทานั้น สวนที่เหลือเปน

แบคทีเรียชนิดอื่นๆ (ภาพที่ 18) 
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ภาพที ่18  สัดสวนเปนรอยละของแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria เมือ่เทียบกบัปริมาณแบคทีเรีย

ทั้งหมดจากการตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ใน NSBR 

 

ผลการตรวจสอบตัวอยาง NSBR ดวยเทคนิค FISH เพื่อตรวจแบคทีเรียไนตริไฟอิง

โดยใชดีเอ็นเอโพรบสําหรับไนตริไฟอิงแบคทีเรียที่ไดจากงานวิจัยอื่นๆ ดังนี้คือ กลุม AOB ใช        

ดีเอ็นเอโพรบ NEU, NSO190 และ NSO1225 สวนกลุม NOB ใชดีเอ็นเอ โพรบ NIT3 และ 

NTSPA714 พบวาตรวจไมแบคทีเรียกลุมตางๆ ดวยดีเอ็นเอโพรบที่มีอยูเลย การตรวจสอบดวย    

ดีเอ็นเอโพรบ NEU, NSO190 และ NSO1225 ไมพบสอดคลองกับผลการตรวจสอบดวยดีเอ็นเอ

โพรบ BET42a เนื่องจากทั้งดีเอ็นเอโพรบ NEU, NSO190 และ NSO1225 ตางเปนดีเอ็นเอโพรบที่

จําเพาะกับ AOB ที่อยูในคลาส Betaproteobacteria ซึ่งก็ตรวจสอบดวยดีเอ็นเอโพรบ BET42a 

พบแบคทีเรียในกลุมนี้เพียงเล็กนอยเทานั้น (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 12  แสดงผลการตรวจสอบแบคทเีรียไนตริไฟอิงดวยเทคนิค 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. + 

 

จากการตรวจสอบตะกอนจลิุนทรียใน NSBR ดวยโดยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอ

โพรบ Hlm747 ซึ่งมีความจาํเพาะกับแบคทีเรียในจนีัส Halomonas พบวาตรวจพบเชื้อดังกลาวใน

ตะกอนจุลินทรียของ NSBR ซึ่งมีออกซิเจนละลายอยูในชวง 5 .7 -6 .9  มิลลิกรัม/ลิตร ทั้งที่เชื้อ 

Halomonas เปนเชื้อในกลุมที่พบในสภาวะไรออกซิเจนอิสระที่มีบทบาทในกระบวนการดีไนตริฟเค

ชันโดยเฉพาะในสภาพที่มีความเค็ม โดยมีรายงานวา Halomonas sp. สามารถรดิีวซไนเตรทในที่

มีความเคม็ (NaCl) สูงถงึรอยละ 12.5 (Peyton et al. 2001) และยังมีรายงานวาพบเชื้อในจีนัส 

Halomonas เปนกลุมเดนและนาจะมีบทบาทในกระบวนการดีไนตริฟเคชันในถังไรออกซิเจนอิสระ

ของระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมทีม่ีความเค็มรอยละ 1.5-3.5 (Yoshie et al. 2004) 

โดยลักษณะเซลลที่ติดโพรบ Hlm747 พบวาเซลลเปนรูปทอน เกาะเปนกอนหรือ

เปนคลัสเตอรกระจายอยูภายในฟล็อก (ภาพที่ 20) จึงนาจะเปนสาเหตุที่เชื้อกลุมนี้สามารถอาศัย

อยูในถังเติมอากาศได เพราะภายในฟล็อกยิ่งลึกเขาไปดานในจะเปนบริเวณที่ขาดหรือมีปริมาณ

ออกซิเจนจํากัด (Bitton. 1994) ทั้งนี้เชื้อ Halomonas อาจจะมีบทบาทในการรีดิวซไนเตรท

บางสวนใน NSBR ใหเปนกาซไนโตรเจนดวย สําหรับ Halomonas sp. มีรายงานวาเปนแบคทีเรีย

ที่เกี่ยวของกับกระบวนการดีไนตริฟเคชันที่เกิดในน้ําเค็มซึ่งมีการเติมอะซีเตทเปนแหลงคารบอนใน

สภาวะไรออกซิเจนอิสระ แตการศึกษานี้กลับพบเชื้อ Halomonas ในถังเติมอากาศซึ่งมีออกซิเจน

ละลายอยูประมาณ 5.7-6.9 มิลลิกรัม/ลิตร สาเหตุที่เชื้อกลุมนี้อาศัยอยูในถังเติมอากาศไดอาจ

เนื่องจากเชื้อกลุมนี้มีการเกาะเปนคลัสเตอรแลวอยูดานในของฟล็อก (ภาพ 20D) ซึ่งภายในฟล็อก

เปนบริเวณที่มีออกซิเจนละลายจํากัดตามความลึกของฟล็อก 
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ภาพที่ 19  ภาพถายเซลลแบคทีเรียจากตัวอยาง NSBR จากการตรวจสอบดวยเทคนิค FISH โดย

ใชดีเอ็นเอโพรบ ALF1b, GAM42a และ EUBmixed ภาพ A ใชดีเอ็นเอโพรบ 

EUBmixed ซึ่งจําเพาะกับโดเมนแบคทีเรียมองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบเปนสีเขียว

จาก Fluorescein ภาพ B ใชดีเอ็นเอโพรบ ALF1b มองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบเปน

สีแดงจาก Indocarbocyanine (Cy3) และภาพ C เซลลที่ติดสีเขียวเกิดจากการติด     

ดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed สวนเซลลที่ติดสีเหลืองเกิดจากการซอนภาพเซลลที่ติดดีเอ็น

เอโพรบ GAM42a (สีแดง) กับเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed (สีเขียว) ทําให

มองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบ GAM42a เปนสีเหลืองสวนแบคทีเรียชนิดอื่นจะเห็น

เปนสีเขียว 
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ภาพที่ 20  ภาพถายตะกอนจุลินทรียจาก NSBR ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ภาพ A เปน

ภาพถายแบบ Bright field ภาพ B เซลลติดดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed มองเห็นเปนสี

เขียวจาก Fluorescein ภาพ C เซลลติดดีเอ็นเอโพรบ Hlm747 มองเห็นเปนสีแดงจาก 

Cy3 และภาพ D เปนภาพซอนกันระหวาง B และ C ทําใหมองเห็นเซลลที่ติดดีเอ็นเอ

โพรบทั้งสองเปนสีเหลือง สวนแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ซึ่งติดเฉพาะดีเอ็นเอโพรบ 

EUBmixed จึงมองเห็นเปนสีเขียว 
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5.2  การตรวจสอบตะกอนจุลินทรียใน DSBR ดวยเทคนิค FISH 
ผลการตรวจสอบกลุมแบคทีเรียใน DSBR ดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบ 

GAM42a, BET42a และ ALF1b เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria โดยนับ

จํานวนกลุมแบคทีเรียดวยดีเอ็นเอโพรบดังกลาวเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed ซึ่งเปน 

ดีเอ็นเอโพรบจําเพาะกับแบคทีเรียทั้งหมด พบวาแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria มีกลุม

แบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนมากถึงรอยละ 70.3 ของแบคทีเรียทั้งหมด 

สวนคลาส Alphaproteobacteria พบนอยมากเพียงรอยละ 2.5 คลาส Betaproteobacteria ไม

พบเลย และที่เหลือเปนแบคทีเรียชนิดอื่นๆ (ภาพที่ 21) โดยผลการนับจํานวนดวยเทคนิค FISH 

พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลองกับผลการตรวจสอบดวย

เทคนิค Clone library เซลลที่ติดดีเอ็นเอโพรบ GAM42a สวนใหญมีลักษณะเปนรูปทอน และ

กระจายตัวโดยเกาะกันไมแนน (ภาพที่ 22) 
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ภาพที ่21  สัดสวนเปนรอยละของแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria เมือ่เทียบกบัปริมาณแบคทีเรีย

ทั้งหมดจากการตรวจสอบดวยเทคนิค FISH ใน DSBR 
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ภาพที่ 22  ภาพถายตะกอนจุลินทรียจากตัวอยาง DSBR ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค FISH โดยใช    

ดีเอ็นเอโพรบ EUBmixed และ GAM42a ภาพ A เปนจุลินทรียที่ติดดีเอ็นเอโพรบ 

EUBmixed มองเห็นเซลลเปนสีเขียวจาก Fluorescein ภาพ B เปนตะกอนจุลินทรียที่

ติดดีเอ็นเอโพรบ GAM42a มองเห็นเซลลเปนสีแดงจาก Cy3 

 



บทที่ 5 
สรุปผลและขอเสนอแนะ 

สรุปผล 
จากการทดลองบําบัดสารอนินทรียไนโตรเจนแบบสมบูรณในน้ําทิ้งที่มีความเค็มดวย

ระบบเอสบีอารแบบสองขั้นตอน โดยอาศัยกระบวนการไนตริฟเคชันและดีไนตริฟเคชันแยกสองถัง 

โดยการเพิ่มภาระบรรทุกของทั้งแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและไนเตรท-ไนโตรเจน (ลดเวลากักน้ํา) 

พบวาทั้ง NSBR และ DSBR มีสมรรถนะในการบําบัดแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและไนเตรท-

ไนโตรเจนสูง จากการตรวจสอบจํานวนแบคทีเรียดวยเทคนิค MPN แบบไมโครเทคนิค พบการ

ปรากฏของแบคทีเรียไนตริไฟอิงใน NSBR และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงใน DSBR ผลการศึกษา

โครงสรางชุมชนแบคทีเรียดวยเทคนิค 16S rRNA Clone library พบวาใน NSBR มีแบคทีเรีย

แทจริงที่ยังจําแนกชนิดไมไดเปนกลุมเดน พบแบคทีเรียที่คาดวาจะมีบทบาทเปน AOB คือ 

Nitrosococcus oceani เพียงเล็กนอย ไมพบแบคทีเรีย NOB เทาที่มีรายงานการคนพบมากอน 

แมวาจากผลการติดตามดวยวิธีอ่ืน (การวิเคราะหทางเคมีและวิธี MPN) จะพบการปรากฏของ 

NOB คาดวาการออกซิไดสไนไตรทใหเปนไนเตรทอาจจะเกิดจากแบคทีเรียกลุมอ่ืนที่ไมเคยมี

รายงานวาเปน NOB สวนใน DSBR พบแบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria เปนกลุมเดน 

และแบคทีเรียที่พบเปนสวนใหญคือ Methylophaga marina รองลงมาคือ Methylophaga 

thalassica คาดวาแบคทีเรียจีนัส Methylophaga นาจะเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทในกระบวนการ 

ดีไนตริฟเคชันในน้ําที่มีความเค็มโดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน 

การศึกษาตะกอนจุลินทรียดวยเทคนิค FISH โดยใชดีเอ็นเอโพรบที่ไดจากงานวิจัยอื่นไม

พบแบคทีเรียกลุม AOB และ NOB ใน NSBR คาดวาพบแบคทีเรียกลุมใหมที่ยังไมเคยมีรายงาน

มากอน สอดคลองกับผลการศึกษาดวยเทคนิค 16S rRNA clone library ที่สวนใหญพบแบคทีเรีย

แทจริงที่ยังไมสามารถจําแนกได ทั้งนี้ใน NSBR ไนเตรทบางสวนอาจถูกรีดิวซในสภาพที่มี

ออกซิเจนอิสระเนื่องจากตรวจพบแบคทีเรียในจีนัส Halomonas ซึ่งอาศัยอยูภายในฟล็อก สําหรับ 

DSBR พบวา Gammaproteobacteria เปนกลุมเดนสอดคลองกับผลการศึกษาดวยเทคนิค 16S 

rRNA clone library เนื่องจากยังไมมีดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะกับกลุมแบคทีเรียที่พบทั้งใน NSBR 

และ DSBR จึงจําเปนตองมีการออกแบบดีเอ็นเอโพรบที่มีความจําเพาะ เพื่อใหสามารถนําไปใชใน

การตรวจสอบเชื้อกลุมนี้ได กลุมแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดทั้งแบคทีเรียไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิง

เปนกลุมที่มีความจําเพาะ จําเปนตองมีการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีเพิ่มเติม ตลอดจน

การนํากลุมเชื้อแบคทีเรียไปประยุกตใชในสภาพแวดลอมจริง 
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ขอเสนอแนะ 

1.  ควรมีการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ไป

ใชในการออกแบบโพรบสําหรับนําไปใชในการตรวจสอบเชื้อกลุมที่สนใจในการศึกษาขั้นตอไป 

2.  ควรมีการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์ใน DSBR เพื่อนํามาศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีอยาง

ละเอียด ซึ่งจะทําใหยืนยันไดวาเชื้อดังกลาวมีคุณสมบัติในการรีดิวซไนเตรทหรือไนไตรทไดหรือไม 

3.  ควรมีการนํากลุมเชื้อที่ไดไปศึกษาตอเพื่อพัฒนาเปนหัวเชื้อสําหรับนําไปประยุกตใช

ในสภาพแวดลอมจริง 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก  คาเอ็มพีเอ็นสําหรับนับจํานวนแบคทีเรียดวยเทคนิคดวยเอ็มพีเอ็น 

ตารางที่ 13  คาเอ็มพีเอน็ (Rowe, Todd and Waide. 1977) 
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ตารางที่ 13  (ตอ) 
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ภาคผนวก ข  สวนประกอบสําหรับเตรียมสารละลายที่ใชกับเทคนิค FISH 

ตารางที่ 14  สวนประกอบของ Formamide และน้ําสาํหรับเตรียม Hybridization buffer 

ปริมาณ Formamide (ไมโครลิตร)  รอยละ 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  สวนประกอบของ NaCl สําหรับเตรียม Wash buffer 

รอยละ 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  ขอมูลเพิ่มเติมเทคนิค 16S rRNA clone library 

ตารางที่ 16  จาํนวนและสมาชิกใน OTU ของ Clone library ตัวอยาง 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 (ตอ) 

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 ตัวอยาง 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 (ตอ)    

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  ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางตะกอนจุลินทรียใน NSBR (หลุมที ่1 และ 3) และ DSBR 

(หลุมที ่2 และ 4) 

 

 
 

ภาพที ่24  PCR product ที่ไดรับจากการเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR จาก

ตัวอยางดีเอ็นเอของ NSBR โดยหลุมที่ 2-7 ใชดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ใน

ปริมาณที่แตกตางกนั สวนหลุมที่ 8 เปน Negative control 

 
 

ภาพที ่25  รูปแบบของแบนดของ OTU D1 (ลูกศร) จากการตรวจสอบดวยเทคนิค REA โดยการ

ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinP1I และ Msp1 แลวแยกดวย Gel electrophoresis 

ดวย Agarose รอยละ 3 
 

1500 bp 

500 bp 

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