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บททีÉ 2 

เอกสารและงานวิจัยทีÉเกีÉยวข้อง   

   

ปัจจุบนันีÊ พบว่าส่วนใหญ่การเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าในประเทศไทยยงัคงเป็นการเพาะเลีÊยง

แบบดัÊงเดิม   เกษตรกรมกัจะประสบปัญหาต่างๆ จากการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ า เช่น ปัญหาโรคระบาด 

ปัญหานํÊ าเน่าเสียส่งผลให้สัตวน์ํÊ ามีอตัราการตายเพิÉมมากขึÊน และการเกิดภาวะมลพิษในแหล่งนํÊ า

ธรรมชาติ     เป็นตน้   ต่อมาไดมี้การพฒันาระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ ามาเป็นระบบการเพาะเลีÊยง

สตัวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียน   ซึÉงเป็นระบบทีÉมีการผนวกกบัเทคโนโลยีการบาํบดันํÊ าทิÊงทางกายภาพ

และการบาํบดัทางชีวภาพ   โดยอาศยัการทาํงานของจุลินทรีย ์  เพืÉอลดตน้ทุนดา้นการเพาะเลีÊยง   

และนํานํÊ าทีÉใช้แล้วกลบัมาใช้ใหม่  แต่ระบบดังกล่าวพบว่ายงัประสบปัญหาการสะสมของ

สารประกอบไนโตรเจน โดยเฉพาะในรูปของไนเตรทในปริมาณทีÉสูงเมืÉอเพาะเลีÊยงต่อไปในระยะ

เวลานาน   แมว้่าไนเตรทจะไม่มีพิษโดยตรงต่อสัตวน์ํÊ าเหมือนกบัแอมโมเนีย  หรือไนไตรท์ก็ตาม  

แต่ไนเตรทในปริมาณสูงจะส่งผลต่อระบบภูมิคุ ้มกันของสัตวน์ํÊ า   อย่างไรก็ตามมีความต้องการ

แกปั้ญหาไนเตรทสะสมภายในระบบโดยอาศยัจุลินทรียภ์ายในระบบบาํบดันํÊ าเสีย ทีÉมีการพฒันาไป

เป็นเมือกชีวภาพ ( Biofilm)   เมืÉอนํÊ าเสียถูกป้อนเขา้สู่ระบบสารอินทรียจ์ะเคลืÉอนตวัไหลผ่านชัÊน

เมือกชีวภาพแต่ละชัÊน ทาํให้จุลินทรียท์าํการย่อยสลายไปทีละน้อยเหมือนผ่านการกรอง   รวมถึง

การเปลีÉยนแปลงโครงสร้างประชากรของจุลินทรียค์วบคู่กบัการเกิดชัÊนเมือกชีวภาพเพืÉอทาํใหร้ะบบ

มีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทสะสมอยา่งสมบูรณ์ต่อไป  

 

2.1 นํÊาทิÊงจากการเพาะเลีÊยงสัตว์นํÊา 

            กิจกรรมดา้นการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าจดัเป็นเกษตรกรรมทีÉมีความสาํคญัและไดรั้บ

การพฒันาขึÊนเป็นลาํดบั  ซึÉงมีพืÊนทีÉในการเพาะเลีÊยงมากและสร้างผลตอบแทนกลบัคืนอย่างรวดเร็ว  

ปัจจุบนัมีพืÊนทีÉในการเพาะเลีÊยงมาก โดยเฉพาะพืÊนทีÉชายฝัÉงทะเลทีÉมีการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าชายฝัÉง  ซึÉง

ส่วนใหญ่เป็นการเลีÊยงกุง้ทะเลมีพืÊนทีÉประมาณ  423,523 ไร่   การเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ ากร่อยมีพืÊนทีÉ

ประมาณ  4,589.1  ไร่  การเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าในกระชงั มีประมาณ 874 ไร่ ส่วนพืÊนทีÉสาํหรับการ

เพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าจืดมีประมาณ  815,977 ไร่  ( กรมควบคุมมลพิษ.  2555 : 7 )  มีการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าทาํให้

เกิดนํÊ าทิÊ งทีÉ มีความสกปรกไม่สูงมากนัก    แต่ปริมาณนํÊ าทิÊ งดังกล่าวทําให้เกิดผลกระทบต่อ

สิÉงแวดลอ้มไดห้ลายรูปแบบ    เช่น ทาํใหคุ้ณภาพนํÊ าของแหล่งรองรับนํÊ าทิÊงอยู่ในเกณฑต์ํÉา   ทาํให้
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ทีÉมา: กรมควบคุมมลพิษ (2541:4) 

ความอุดมสมบูรณ์ของดินลดลง   และรวมถึงการเกิดปัญหายโูทรฟิเคชนั ซึÉงพบว่าในปี พ.ศ. 2541 

กรมควบคุมมลพิษไดร้ายงานผลสาํรวจและการประเมินปริมาณของเสียในพืÊนทีÉเพาะเลีÊยงนากุ ้ง

ชายฝัÉงบริเวณทะเลอ่าวไทยและทะเลอนัดามนั  ดงัรายละเอียดในตารางทีÉ 1 

 

ตารางทีÉ  1  ปริมาณของเสียจากการเพาะเลีÊยงกุง้ชายฝัÉง  

 

พืÊนทีÉเพาะเลีÊยง 

นากุง้ชายฝัÉง 

ปริมาณนํÊ าทิÊง 

ลบ.ม./ไร่/วนั 

บีโอดี 

กก./ไร่/วนั 

ไนโตรเจน 

กก./ไร่/วนั 

ฟอสฟอรัส 

กก./ไร่/วนั 

ทะเลอ่าวไทย 

ทะเลอนัดามนั 

28.15 

20.8 

0.234 

0.139 

0.19 

0.57 

0.007 

0.004 

 

 

2.2 การบําบดันํÊาเสีย 

           การบาํบดันํÊ าเสีย  หมายถึง  การกาํจดัหรือทาํลายสิÉงปนเปืÊ อนในนํÊ าเสียให้หมดไป 

หรือเหลือน้อยทีÉสุดให้ไดม้าตรฐานทีÉกาํหนดและไม่ทาํให้เกิดมลพิษต่อสิÉงแวดลอ้ม นํÊ าเสียจาก

แหล่งต่างกันจะมีคุณสมบติัไม่เหมือนกนั   ดังนัÊ นกระบวนการบาํบดันํÊ าเสียจึงมีหลายวิธี  โดย

วิธีการบาํบดันํÊ าเสียทั Éวไปมี 3 วิธีคือ 

2.2.1 วิธีการทางกายภาพ  (Physical  Treatment) เป็นวิธีการแยกเอาสิÉงเจือปน

ออกจากนํÊ าเสีย  เช่น ของแข็งขนาดใหญ่ กระดาษ พลาสติก เศษอาหาร กรวด ทราย ไขมนั และ

นํÊ ามนั โดยใชอุ้ปกรณ์ในการบาํบดัทางกายภาพ คือ ตะแกรงดกัขยะ ถงัดกักรวดทราย ถงัดกัไขมนั

และนํÊ ามนั   และถงัตกตะกอน ซึÉงจะเป็นการลดปริมาณของแข็งทัÊ งหมดทีÉมีในนํÊ าเสียเป็นหลกั  

(กรมควบคุมมลพิษ. 2555 :24) 

2.2.2   วิธีการทางเคมี (Chemical  Treatment) เป็นวิธีการบาํบัดนํÊ าเสียโดยใช้

กระบวนการทางเคมี  เพืÉอทาํปฏิกิริยากับสิÉงเจือปนในนํÊ าเสีย เช่น ค่าพีเอชสูงหรือตํÉาเกินไป  

มีสารพิษ  มีโลหะหนัก เป็นตน้ (กรมควบคุมมลพิษ. 2555 : 25) 

2.2.3 วิธีการทางชีวภาพ  (Biological  Treatment)    เป็นวิธีการบาํบดันํÊ าเสียโดย

ใชก้ระบวนการทางชีวภาพหรือใชจุ้ลินทรียใ์นการกาํจดัสิÉงเจือปนในนํÊ าเสีย   โดยเฉพาะสารอินทรีย ์  

ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส  โดยความสกปรกเหล่านีÊ จะถกูใชเ้ป็นอาหารและเป็นแหล่งพลงังานของ

จุลินทรียใ์นการเจริญเติบโตทาํใหน้ํÊ าเสียมีค่าความสกปรกลดลง โดยจุลินทรียเ์หล่านีÊ อาจเป็นแบบ
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ใชอ้อกซิเจนหรือไม่ใชอ้อกซิเจน   ระบบบาํบดันํÊ าเสียทีÉอาศยัหลกัการทางชีวภาพ  (กรมควบคุมมลพิษ. 

2555 : 25) โดยการแบ่งระบบบาํบดันาํเสียทางชีวภาพ  ถา้พิจารณาจากลกัษณะของการอยูข่องจุลินทรีย ์

มี 2 แบบ คือ  

2.2.3.1 แบบจุลินทรียแ์ขวนลอย (Suspended  System) ระบบแขวนลอยคือ

ระบบทีÉมีตะกอนจุลินทรียห์รือแบคทีเรียล่องลอยปะปนกบันํÊ าเสีย และกาํจดัหรือบาํบดัสิÉงสกปรก 

(สารอินทรีย)์ ในนํÊ าเสียข้อดีของระบบนีÊ ได้แก่ ใช้พืÊนทีÉน้อย เวลาบาํบัดสัÊ น ไม่มีกลิÉน เป็นต้น 

ข้อเสียของระบบนีÊ ได้แก่ เป็นระบบทีÉใช้พลงังานสูง  จุลินทรียไ์วต่อการเปลีÉยนแปลง ระบบ

ลม้เหลวไดง่้าย  และมกัมีปัญหาเรืÉองตะกอนลอยตวั เป็นตน้ (สนัทดั ศิริอนนัตไ์พบูลย.์  2552 : 259) 

ระบบแบบจุลินทรียแ์ขวนลอย ไดแ้ก่  

  -  ระบบตะกอนเร่ง (Activated-Sludge  Process)  เป็นระบบทีÉ

อาศยัจุลินทรียที์Éใชอ้ากาศในการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นนํÊ าเสีย   และนิยมใชบ้าํบดันํÊ าเสียจากชุมชน และ

โรงงานอุตสาหกรรม  โดยทั ÉวไประบบนีÊ มีการเติมนํÊ าเสียเขา้สู่ถงับาํบดัทีÉมีเชืÊอจุลินทรียอ์ยู่ในรูปของ

สารแขวนลอย  และกวนผสมให้เขา้กนัและปล่อยนํÊ าเสียออกจากถงับาํบดัเขา้สู่ถงัตกตะกอนเพืÉอ

แยกเซลลข์องแบคทีเรียออกจากนํÊ าเสีย  จากนัÊนก็ปล่อยนํÊ าเสียออกสู่สิÉงแวดลอ้ม (Nguyena, Hilal, 

Hankins and  Novakc.  2008 : 103-110)  

- ระบบบาํบดันํÊ าเสียแบบบ่อปรับเสถียร (Stabilization Pond) เป็น

ระบบบาํบดันํÊ าเสียทีÉอาศยัธรรมชาติในการบาํบัดสารอินทรียใ์นนํÊ าเสีย ซึÉ งแบ่งตามลกัษณะการ

ทาํงานได ้3 รูปแบบ คือ บ่อแอนแอโรบิค (Anaerobic Pond) บ่อแฟคคลัเททีฟ (Facultative Pond) 

บ่อแอโรบิค (Aerobic Pond) และหากมีบ่อหลายบ่อต่อเนืÉองกนั บ่อสุดทา้ยจะทาํหน้าทีÉเป็นบ่อบ่ม 

(Maturation Pond) เพืÉอปรับปรุงคุณภาพนํÊ าทิÊงก่อนระบายออกสู่สิÉงแวดลอ้ม ซึÉงโดยปกติระบบบ่อ

ปรับเสถียรจะมีการต่อกนัแบบอนุกรมอยา่งนอ้ย 3 บ่อ (กรมควบคุมมลพิษ.  2555 : 62) 

- ระบบบาํบัดนํÊ าเสียแบบบ่อเติมอากาศ (Aerated Lagoon,  AL)  

เป็นระบบบาํบดันํÊ าเสียทีÉอาศยัหลกัการทาํงานของจุลินทรียภ์ายใตส้ภาวะทีÉมีออกซิเจน   ซึÉงตัว

ระบบจะมีการเติมออกซิเจนจากเครืÉองเติมอากาศทีÉติดตัÊ งแบบทุ่นลอยหรือยึดติดกบัแท่นก็ได ้ เพืÉอ

เพิÉมออกซิเจนในนํÊ าใหมี้ปริมาณเพียงพอ   สาํหรับจุลินทรียส์ามารถนาํไปใชย้่อยสลายสารอินทรีย์

ในนํÊ าเสีย ทาํให้สามารถลดปริมาณความสกปรกของนํÊ าเสียในรูปของค่าบีโอดี ไดร้้อยละ 80-95 

(กรมควบคุมมลพิษ.  2555 : 70) 

2.2.3.2 แบบจุลินทรียย์ึดเกาะกบัตวักลาง (Attached-Growth System) เป็น

ระบบทีÉจุลินทรียจ์ะเขา้ไปยึดเกาะกบัตวักลางแลว้พฒันากลายเป็นเมือกชีวภาพบนพืÊนผิวตวักลาง

ภายในระบบการบาํบดันํÊ า  โดยตวักลางดงักล่าวอาจจะถูกยึดอยู่กบัทีÉ คือ เคลืÉอนทีÉไม่ไดภ้ายใน
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ถังบาํบัด (Fixed bed )  หรือ ตัวกลางนัÊ นสามารถเคลืÉอนทีÉได้ในถังบาํบัด (Moving bed ) 

(สันทัด ศิริอนนัตไ์พบูลย.์  2552 : 347)    ซึÉงเมืÉอนํÊ าเสียถกูป้อนเขา้สู่ระบบสารอินทรียจ์ะเคลืÉอนตวั

ไหลผา่นชัÊนเมือกชีวภาพแต่ละชัÊน ทาํใหจุ้ลินทรียท์าํการยอ่ยสลายไปทีละนอ้ยเหมือนผา่นการกรอง 

ขอ้ดีของระบบนีÊ   ไดแ้ก่  บาํบดันํÊ าเสียทีÉมีความเขม้ขน้สูงหรือบาํบดัยาก   ไม่ทาํให้ระบบลม้เหลว

เนืÉองจากการสมัผสัระหว่างนํÊ าเสียและจุลินทรียเ์ป็นเวลาสัÊน ๆ  มวลจุลินทรียห์นัก ตกตะกอนง่าย 

ไม่มีปัญหาการลอยตวั เป็นตน้   ขอ้เสียของระบบนีÊ   ไดแ้ก่  ในบางครัÊ งจะมีกลิÉน ตะกอนจุลินทรีย์

หนาตากแหง้ไดช้า้  ท่อกระจายนํÊ าเสียอุดตนัไดง่้าย  อากาศและอาหารเป็นขอ้จาํกดัการเจริญของ

จุลินทรียที์Éอยูด่า้นในติดกบัตวักลาง เป็นตน้ ระบบแบบจุลินทรียย์ดึเกาะกบัตวักลาง ไดแ้ก่ 

-  ระบบโปรยกรอง (Trickling  Filter) เป็นระบบบาํบดันํÊ าเสียทีÉใช้

จุลินทรียที์Éยึดเกาะบนวสัดุตวักลาง โดยนํÊ าเสียจะถูกโปรยกระจายไปทั ÉวบนพืÊนผิวของถงัภายใน

ระบบหลงัจากนัÊนก็ปล่อยนํÊ าเสียออกและสูบวนกลบัเขา้ระบบใหม่ (กรมโรงงานอุตสาหกรรม. 

2545 : 36) ปัจจุบนัระบบโปรยกรองมีตวักลางเป็นแบบทีÉมีช่องว่างเพืÉอให้มีความแข็งแรง  และ

นํÊ าหนกัเบา  

- ระบบแผ่นหมุนชีวภาพ  ( Rotating  Biological  Contactor : RBC)   

เป็นระบบทีÉอาศยัจุลินทรียที์Éใชอ้อกซิเจน  จุลินทรียจ์ะยึดเกาะทีÉผิวตวักลางทีÉทาํจากพลาสติก PF 

(Phenol – Formaldehyde)  หรือ HDPE (Polyethylene High-Density)  เรียงซ้อนกันในขณะทีÉ

ตวักลางหมุน  จุลินทรียที์Éเกาะผิวตวักลางจะรับออกซิเจน   และช่วยย่อยสลายสารอินทรียต์ลอด

ระยะเวลาทีÉตวักลางหมุน (กรมโรงงานอุตสาหกรรม. 2545 : 36)  

-  Anaerobic  Filter  Process (AF) เป็นระบบเชืÊอจุลินทรียจ์ะอยู่ใน

ลกัษณะเป็นแผ่นฟิล์มอยู่บนผิวตวักลาง  หรือช่องว่างระหว่างตัวกลางทีÉอยู่ก ับทีÉ  เช่น ก้อนหิน 

พลาสติก อิฐ ฯลฯ  นํÊ าเสียจะสัมผสักบัจุลินทรียโ์ดยการไหลขึÊน (Up  Flow) หรือ ไหลลง  (Down   Flow)  

ผ่านถงับาํบดัซึÉงมีตวักลางบรรจุอยู่  นํÊ าเสียทีÉผ่านการบาํบดัแลว้จะไหลออกทางดา้นตรงขา้มกบั

นํÊ าเสียทีÉไหลเขา้ถงับาํบดั  

- Anaerobic  Fluidized  Bed  Process (AFB) เป็นระบบดดัแปลงใช้

ตวักลางทีÉมีพืÊนทีÉผวิมากๆ เพืÉอลดปัญหาการอุดตนั โดยเชืÊอจุลินทรียจ์ะอยูบ่นเมด็ตวักลาง อตัราการ

ไหลตอ้งมีขนาดพอเหมาะทีÉจะยกเม็ดตวักลางให้ลอยขึÊ น แต่ก็ไม่มากพอทีÉจะทาํให้เม็ดจุลินทรีย์

หลุดออกจากระบบ  

-  Upflow  Anaerobic  Sludge  Blanket  Process (UASB)  เป็น

ระบบทีÉมีทิศทางการไหลของนํÊ าเสียจากขา้งล่างขึÊนขา้งบน (Up Flow)  ทาํใหน้ํÊ าเสียเขา้สมัผสักบัชัÊน

ตะกอนของกลุ่มจุลินทรียท์างดา้นล่าง  (Chong, Sen, Kayaalp and An .  2 0 1 2  :  3 4 3 4 -3 4 7 0)  ซึÉง



 8

จุลินทรียจ์ะคอยทาํหนา้ทีÉยอ่ยสลายของเสียทีÉอยู่ในรูปสารอินทรีย ์ทาํให้ปริมาณสารอินทรียใ์นนํÊ า

เสียลดลงไดร้้อยละ 90-95  และเปลีÉยนไปเป็นก๊าซชีวภาพ  ซึÉงประกอบดว้ยก๊าซมีเทนในอตัราส่วนร้อย

ละ  60-65  

 

2.3 เมอืกชีวภาพ (Biofilm) 

2.3.1  ความหมาย 

เมือกชีวภาพ (Biofilm) เป็นชัÊนของจุลินทรียที์Éเกิดจากการรวมกนัของเซลล์

จุลินทรียที์Éไปเขา้ยดึเกาะบนพืÊนผวิตวักลาง     ภายในระบบการบาํบดันํÊ าหรือระบบกรองนํÊ า     ซึÉงเซลล์

แบคทีเรียเหล่านีÊ จะสร้างสารผลิตภณัฑใ์นกลุ่มสารพอลิเมอร์ทีÉมีชืÉอเรียกโดยทั Éวไปว่า “Extracellular  

Polymer  Substance (EPS) ”   ซึÉงจะเป็นสารทีÉยึดเกาะจุลินทรียต่์าง  ๆทีÉอาศยัในชัÊนเมือกชีวภาพเข้า

ดว้ยกนั    ซึÉงสารพอลิเมอร์นีÊ จะมีลกัษณะคลา้ยกบัวุน้และมีลกัษณะลืÉน   รูปแบบการเจริญเติบโตใน

แต่ละขัÊนตอนของจุลินทรียที์Éกลายไปเป็นเมือกชีวภาพ   พบว่าในแต่ละสภาพแวดลอ้มจะมีความ

แตกต่างกนั เช่น ชนิดของชุมชนแบคทีเรียภายในเมือกชีวภาพ  ประสิทธิภาพการทาํงาน ปริมาณ

ของชุมชนแบคทีเรียภายในเมือกชีวภาพ  เป็นตน้ 

 

2.3.2  ขัÊนตอนการเกดิเมอืกชีวภาพ  

การเกิดของเมือกชีวภาพ   เป็นผลรวมสุทธิของกระบวนการทางกายภาพ 

ทางเคมี  และทางชีวภาพ   ทีÉมีขัÊนตอนการเกิดตามลาํดบัดงันีÊ  (ภาพทีÉ 1) 

ระยะทีÉ  1  การ ทําให้สภาพพืÊ น ผิว เหมาะต่อกา รยึด เกาะ  (  Surface  

Conditioning ) ในขัÊนแรกนีÊพบว่ามีการเคลืÉอนยา้ยสารอินทรีย ์ และจุลินทรียจ์ะไหลมาพร้อมกบันํÊ า  

แลว้บางส่วนก็ตกลงไปสัมผสัพืÊนผิวของท่อและสร้างเป็นแผ่นฟิลม์บางคลุมผิวอยู่   เรียกว่า 

“Conditioning Film” นอกจากนัÊนยงัพบว่าสารอินทรียที์Éไหลมาพร้อมนํÊ านัÊน   แบคทีเรียภายใน

เมือกชีวภาพใชส้ารอินทรียเ์หล่านีÊ เป็นแหล่งอาหาร (Dreeszen. 2003 : 1-20) 

ระยะทีÉ 2  การยึดเกาะของแบคทีเรีย (Adhesion of “Pioneer” Bacteria  ) 

เป็นระยะทีÉเซลลจ์าํนวนหนึÉงทีÉกระจายอยูใ่นนํÊ า และล่องลอยไปมาอยา่งอิสระตามความแรงของนํÊ า   

เซลลจ์าํนวนหนึÉงทีÉเกาะติดอยูบ่นผนงัของผวิของวสัดุตวักลางไดช้ั ÉวขณะหนึÉ ง และบางส่วนทีÉหลุด

ออกมาจากผนงัของผวิตวักลาง  ขัÊนตอนนีÊ เรียกว่า  “Reversible  Absorption”  (Dreeszen.  2003 : 1-20)   

การหลุดจากเซลลอ์าจเกิดจากแรงดนั (Shear Force) ของของไหล    นอกจากนัÊนเซลลแ์บคทีเรีย
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บางส่วนจะเคลืÉอนทีÉเข ้าไปเกาะติดอยู่ก ับ  “Conditioning  Film”  บนผิวของท่อกลายเป็น

เมือกชีวภาพชัÊนสอง (boundary layer)  

ระยะทีÉ 3   การสร้างเมือก (Glycocalyx or  ‘Slime’  Formation)    ในขัÊนนีÊ

เซลล์แบคทีเรียจะผลิตภัณฑ์อย่างหนึÉ ง   คือสารพอลิเมอร์ชนิดหนึÉ งทีÉ เรียกว่า “ Extracellular 

Polymer  Substance  (EPS)”   ซึÉงจะเป็นสารทีÉจบัเมือกชีวภาพเขา้ดว้ยกนั    ซึÉงเซลลข์องแบคทีเรียทีÉ

รวมตวักนัจนกลายไปเป็นเมือกชีวภาพนีÊ จะถูกดูดซบัแบบถาวร   และมีการแพร่ขยายไปตามผนัง

ของผวิของตวักลาง   และใชส้ารอาหารทีÉอยูโ่ดยรอบเป็นแหล่งอาหารเพืÉอเพิÉมจาํนวน   และเมือกชีวภาพ

จะมีลกัษณะคลา้ยกบัวุน้มีลกัษณะลืÉนๆหยาบ  (Dreeszen. 2003 : 1-20) 

ระยะทีÉ 4  การรวมกลุ่มขัÊนทีÉสอง (Secondary  Colonizers)  การรวมกลุ่มขัÊน

ทีÉสองของการเกิดเมือกชีวภาพนีÊนอกจากโมเลกุลของสารอาหารแลว้ยงัมีพวก  Exopolymer  ทีÉทาํ

ใหเ้กิดเสน้ใยหรือเกิดการจบักนัเป็นกลุ่มกอ้น  ซึÉงเกิดจากเซลลข์องจุลินทรียช์นิดอืÉนๆ   โดยผ่าน

ทางกระบวนการทางกายภาพ และกระบวนการเกิดไฟฟ้าสถิต ซึÉงเซลลเ์หล่านีÊ จะมีการผลิตสารจาก

กระบวนการเมทาบอลิซึม   โดยใชพ้ลงังานจากสารอาหารในนํÊ าและสารบางอย่างจะถูกกาํจดัออก

จากเซลล ์ (Dreeszen. 2003 : 1-20) 

ระยะทีÉ 5 เจริญเติบโตเต็มทีÉและการกระจาย (Fully  Functioning  Biofilm)  

เป็นขัÊนทีÉเมือกชีวภาพมีการเจริญเติบโตเต็มทีÉซึÉงจะมีลกัษณะเป็นกอ้นๆซึÉงจะประกอบไปดว้ยชุมชน

แบคทีเรียชนิดต่างๆ  ซึÉงพบว่าภายในของชัÊนเมือกชีวภาพจะเป็นกลุ่มแบคทีเรียทีÉไม่ชอบออกซิเจน 

(Dreeszen. 2003 : 1-20)  และชัÊนนอกของชัÊนเมือกชีวภาพจะเป็นพวกทีÉชอบออกซิเจน  นอกจากนัÊนยงั

พบว่าไนไตรทแ์ละไนเตรทยงัเป็นผลผลิตในกระบวนการเผาผลาญในสภาวะไม่มีอากาศภายในชัÊน

กลางของเมือกชีวภาพ (Wiesmann, Choi and Dombrowsk.  2007 : 240-241)   นอกจากนีÊ พบว่ามี

เซลล์บางส่วนจะหลุดออกและไหลไปตามการไหลของนํÊ า   และสารอินทรีย์ทีÉไหลไปตาม

กระแสนํÊ าจะเป็นแหล่งพลงังานสาํหรับการเจริญเติบโตของเมือกชีวภาพ   (Dreeszen. 2003 :1-20) 

     มีรายงานว่าไดมี้การนาํเอาแนวทางชีวโมเลกุล มาศึกษาการก่อตวัของ

เมือกชีวภาพจากจุลินทรียต่์างๆ หรือแมก้ระทั ÉงจากเชืÊอรา  และการศึกษาการก่อตวัของเมือกชีวภาพ

นัÊนยงัสะทอ้นใหเ้ห็นถึงลกัษณะของเซลล ์ และการตอบสนองต่อความหลากหลายสภาพแวดลอ้มทีÉ

มีผลต่อการพฒันาแบคทีเรียไปเป็นเมือกชีวภาพ  (O'Toole, Kaplan and Kolter.  2000 : 49-79) 

นอกจากนัÊนยงัพบอีกว่าการเกิดเมือกชีวภาพสามารถเกิดไดใ้นทุกทีÉ   นอกจากนีÊ พบว่าอิทธิพลทาง

สิÉงแวดลอ้มเป็นตวัแปรสาํคญัของการเกิดเมือกชีวภาพ  (Lindsay  and Von. 2006 : 313-325) 
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ภาพทีÉ 1 ระยะการเกิดBiofilm (1) ระยะทีÉ 1 Surface conditioning  (2) ระยะ ทีÉ   2  Adhesion  of “Pioneer”  of     

“Pioneer”  Pacteria   (3) ระยะทีÉ 3 Glycocalyx  or  ‘Slime’  Formation  (4) ระยะทีÉ 4  Secondary  

Colonizers และ (5)  ระยะทีÉ 5 Fully Functioning  Biofilm  (ทีÉมา:http://en.wikipedia.org/ 

wiki/File:Biofilm.jpg) 

 

2.3.3 ปัจจยัทีÉมผีลต่อการพฒันาและการเจริญเตบิโตของเมอืกชีวภาพ 

ปัจจัย ทีÉ มีผลต่อการพัฒนาและการเจ ริญเติบ โตของเมือกชีวภาพ

ประกอบดว้ย (Dreeszen. 2003 : 1-20) 

2.3.3.1 พืÊนทีÉผิว (Surface Area) พบว่าเป็นปัจจยัสาํคญัทีÉมีอิทธิพลต่อการ

พฒันาและการเจริญเติบโตของเมือกชีวภาพในระบบการบาํบดันํÊ าเสีย     ซึÉงสภาพพืÊนผิวนัÊนปรากกฎ

ว่ามีผลต่อการเพิÉมการเกาะติดของเมือกชีวภาพ เช่น Reverse  Osmosis  Membranes (RO Membranes),  

DI  Resins, Storage  Tanks, Cartridge  Filters  และ  Piping  Systems เป็นตน้  ซึÉงพืÊนทีÉผิวนัÊนจะ

เป็นตวักาํหนดความเหมาะสมต่อการเกาะติด  และการเจริญเติบโตสาํหรับเซลลแ์บคทีเรีย รวมทัÊ ง

สิÉงมีชีวิตเลก็ๆทีÉลอยอยูใ่นนํÊ า 

2.3.3.2 ความลืÉนของพืÊนผิว (Surface  Smoothness)  เป็นปัจจยัปัจจยัหนึÉ ง

ต่อการยดึเกาะของเมือกชีวภาพบนพืÊนผวิ   และถา้พืÊนผวิมีลกัษณะลืÉนจะพบว่าการเกาะตวัของเซลล์

แบคทีเรียและพฒันาไปเป็นเมือกชีวภาพนัÊนมีลกัษณะบางและมีการก่อตวัเป็นเมือกชีวภาพชา้    แต่

เมืÉอเวลาผา่นไปพืÊนผวิทีÉมีลกัษณะลืÉนนีÊ จะไม่มีผลกระทบต่อการเมือกชีวภาพ   

2.3.3.3 ความเร็วของการไหลของนํÊ าเสีย (Flow  Velocity) พบว่าไม่เป็น

อุปสรรคต่อการยดึติดของเซลลแ์บคทีเรีย  แต่จะเป็นตวักาํหนดความหนาของเมือกชีวภาพ  

 2.3.3.4 สารอาหารจาํกดั (Limited  Nutrients) พบว่าเป็นปัจจยัทีÉสาํคญัต่อ

สิÉงมีชีวิตต่าง  ๆ รวมทัÊงจุลินทรีย ์ ซึÉงพบว่าการดาํรงชีวิตของสิÉงมีชีวิตเหล่านีÊตอ้งการสารอาหารเพืÉอ
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การเจริญเติบโตและการสืบพนัธุ ์(สาํหรับสัตวห์รือคน) หรือการจาํลองตวัเอง (สาํหรับแบคทีเรีย)    

นอกจากนีÊ ยงัพบว่าสารอินทรียแ์มเ้พียงเลก็นอ้ยก็มีความสาํคญัต่อการเพิÉมจาํนวนแบคทีเรีย 

 

2.3.4 เมอืกชีวภาพกบัการบําบดันํÊาเสีย  

เมือกชีวภาพเป็นตะกอนของเซลลแ์บคทีเรียทีÉมาเกาะรวมกนัจนกลายมา

เป็นเมือกชีวภาพทีÉอยู่ในระบบการเพาะเลีÊ ยงสัตว์นํÊ า  ในระบบบําบัดนํÊ าเสียทั Éวไป  เครืÉ องมือ

การแพทยท์ั Éวไป  ในสภาพแวดลอ้มทั ÉวไปทีÉมีความชืÊน เป็นตน้  ซึÉงเมือกชีวภาพทีÉอยู่ในระบบบาํบดั

นํÊ าเสียส่วนใหญ่  พบว่าเป็นกลุ่มแบคทีเรียไนตริไฟอิงทีÉทาํหนา้ทีÉบาํบดัแอมโมเนียไปเป็นไนไตรท ์     

ซึÉงส่วนใหญ่จะอยูด่า้นบน     ส่วนเมือกชีวภาพดา้นล่างพบว่าเป็นแบคทีเรียกลุ่มดีไนตริไฟอิงทีÉทาํ

หนา้ทีÉบาํบดัไนเตรทและไนไตรทไ์ปเป็นก๊าซไนโตรเจน    ซึÉงในระบบจะมีการเติมออกซิเจนเพืÉอ

เป็นการเพิÉมออกซิเจนใหแ้ก่ระบบ    ซึÉงเมืÉอนํÊ าเสียถกูป้อนเขา้สู่ระบบสารอินทรียจ์ะเคลืÉอนตวัไหล

ผา่นชัÊนเมือกชีวภาพแต่ละชัÊน   โดยอาศยัจุลินทรียภ์ายในระบบบาํบดันํÊ าเสีย  ทีÉมีการพฒันาไปเป็น

เมือกชีวภาพ   เมืÉอนํÊ าเสียถกูป้อนเขา้สู่ระบบสารอินทรียจ์ะเคลืÉอนตวัไหลผ่านชัÊนเมือกชีวภาพแต่ละชัÊน 

ทาํให้จุลินทรียท์าํการย่อยสลายไปทีละน้อยเหมือนผ่านการกรอง   รวมถึงการเปลีÉยนแปลง

โครงสร้างประชากรของจุลินทรีย์ควบคู่กับการเกิดชัÊ นเมือกชีวภาพ   เพืÉอทําให้ระบบมี

ประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทสะสมอยา่งสมบูรณ์ต่อไป (Andersson.  2009 : 7-18) 

 

2.4 วฏัจกัรของไนโตรเจน (Nitrogen  Cycle) 

ไนโตรเจนมีความสําคัญต่อระบบนิเวศวิทยาของแหล่งนํÊ ามาก   เพราะเป็น

ส่วนประกอบของอินทรียส์ารหลายชนิดทีÉมีความสําคัญต่อความเป็นอยู่ของพืชและสัตว์  โดย

สารประกอบไนโตรเจนทีÉเกีÉยวขอ้งกบันํÊ าเสียนัÊนประมาณ 60 % มาจากสารอินทรีย ์เช่น  โปรตีน, 

กรดนิวคลีอิก,  ATP/ADP   และยเูรีย  ซึÉงเป็นสารอินทรียต์ัÊ งตน้ของไนโตรเจนและฟอสฟอรัส  

(Wiesmann,  Choi  and  Dombrowski.  2007 : 227)  ซึÉงสารเหล่านีÊ เป็นส่วนประกอบของร่างกาย

พืชและสตัว ์  เป็นตน้  (ธงชยั พรรรณสวสัดิÍ .  2545 : 50)     และอีก 40% นัÊนมาจากสารอนินทรีย ์ 

(Wiesmann  et al.  2007 : 227)  เช่น แอมโมเนีย (NH3) ไนไตรท์ (NO2
- ) และ ไนเตรท (NO3

- ) ซึÉง

สารพวกนีÊจะอยูใ่นรูปของปุ๋ย  หรืออยูใ่นรูปของเกลือในปัสสาวะ (ธงชยั พรรรณสวสัดิÍ .  2545 : 50)      

การเปลีÉยนรูปของไนโตรเจนจะเกีÉ ยวข้องกับปฏิกิ ริยาทางชีวภาพ โดยมี

สภาพแวดลอ้มเป็นตวักาํหนด  ถา้อยู่ในสภาพทีÉมีออกซิเจนเพียงพอ   ปฏิกิริยาขัÊนสุดทา้ยของการ

เปลีÉยนรูปของไนโตรเจนจะไดไ้นเตรท  เรียกว่า  กระบวนการไนตริฟิเคชนั (Nitrification)   แต่ถา้
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สภาพแวดลอ้มนัÊนไม่มีออกซิเจน  ก็จะเกิดปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนั  (Denitrification)  ซึÉงไดผ้ลผลิต

เป็นก๊าซไนโตรเจน (ธงชยั พรรรณสวสัดิÍ .  2545 : 50)  ซึÉงกระบวนการทัÊง  2  กระบวนนีÊ จะเกิดขึÊน

โดยแบคทีเรียทีÉอาศยัอยูใ่นนํÊ าเสียตามธรรมชาติ (Wiesmann et al.  2007 : 227)  (ภาพทีÉ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2   วฏัจกัรของไนโตรเจน (ทีÉมา: http://stahl.ce washington.edu/projects/ammox.html)   

 

วฏัจกัรไนโตรเจนเกิดจากการเปลีÉยนแปลงของสารประกอบไนโตรเจนตัÊงแต่การ

อยู่ในรูปก๊าซ สารอินทรีย ์หรือสารอนินทรีย ์โดยกระบวนการทีÉหลากหลายและส่วนมากจะมี

จุลินทรียเ์ขา้มาเกีÉยวขอ้งดว้ย ไดแ้ก่    

 

2.4.1  กระบวนการตรึงไนโตรเจน (Nitrogen  Fixation) 

เป็นการรีดิวซ์ก๊าซไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียม (NH4)  แล้วเปลีÉยน

แอมโมเนียให้อยู่ในรูปสารอินทรีย์    แม้ว่าในบรรยากาศของโลกจะประกอบไปด้วยก๊าซ

ไนโตรเจนเป็นหลกั    แต่สิÉ งมีชีวิตส่วนใหญ่ไม่สามารถรีดิวซ์ก๊าซไนโตรเจนได้   เนืÉองจากใช้

พลงังานอยา่งมากในการสลายพนัธะไนโตรเจน  มีเพียงแบคทีเรียไม่กีÉชนิดเท่านัÊนทีÉสามารถทาํได ้

(Madigan,  Martinko  and  Parker.  2003 :  67)  การตรึงไนโตรเจนแบ่งออกเป็น 2 แบบคือ การตรึง

ไนโตรเจนแบบอิสระ (Nonsymbiotic Nitrogen Fixation)  จุลินทรียที์ÉเกีÉยวขอ้ง เช่น Azotobacter, 

Klebsiella,  Anabaena  และ Noctoc  และการตรึงไนโตรเจนแบบพึÉงพาสิÉงมีชีวิตอืÉนๆ (Symbiotic 

Nitrogen  Fixation) จุลินทรียที์ÉเกีÉยวขอ้ง เช่น Rhizobium  เป็นตน้  เอนไซมที์Éมีบทบาทในการตรึง

ไนโตรเจนของแบคทีเรียเหล่านีÊ เรียกว่า  เอนไซมไ์นโตรจีเนส (Nitrogenase)  ประกอบไปดว้ยเอนไซม์
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ยอ่ยสองส่วนคือ   เอนไซมไ์ดไนโตรจีเนส   (Dinitrogenase)    และ เอนไซมไ์ดไนโตรจีเนสรีดคัเตส 

(Dinitrogenase  Reductase)  ซึÉงถกูควบคุมดว้ยยนี nif   (Bitton. 1994 : 54-56  ;  Madigan et al .  2003 :  67) 

 

2.4.2 กระบวนการแอสสิมชัิน (Assimilation) 

เป็นการนาํเอาไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียไปใชใ้นการสร้างเซลลเ์พืÉอ

การเจริญเติบโตของสิÉงมีชีวิต  โดยจุลินทรียใ์นกลุ่ม  Heterotrophic  และกลุ่ม  Autotrophic สามารถ

นาํเอาทัÊงแอมโมเนียและไนเตรทไปใชใ้นการสังเคราะห์โปรตีนและกรดนิวคลีอิกเพืÉอสร้างเซลล ์ 

ซึÉงไนโตรเจนในรูปทีÉเหมาะสมทีÉสุดสําหรับจุลินทรีย ์  คือ แอมโมเนีย  แต่ถา้ไม่มีแอมโมเนีย

จุลินทรียส์ามารถใชเ้อนไซมไ์นเตรทรีดกัเตส  (Nitrate  Reductase)  รีดิวซ์ไนเตรทไปเป็นไนตรท์

แลว้ใชเ้อนไซม์ไนไตรท์รีดกัเตส (Nitrite  Reductase) รีดิวซ์ไนไตรท์เป็นแอมโมเนียม  แลว้จึง

นาํไปใชใ้นการสงัเคราะห์โปรตีน (ธงชยั พรรณสวสัดิÍ .  2545 : 65) 

 

2.4.3  กระบวนการแอมโมนิฟิเคชัน (Ammonification) 

แอมโมนิฟิเคชนัเป็นการเปลีÉยนสารประกอบอินทรียไ์นโตรเจนใหอ้ยูใ่นรูป

สารอินทรียไ์นโตรเจนหรือเรียกอีกอยา่งว่า “ การเปลีÉยนแปลงแร่ธาตุ ” (Nitrogen  Mineralization) 

แบคทีเรียทีÉมีบทบาทในขัÊนตอนนีÊ   ส่วนใหญ่เป็นจุลินทรียพ์วกเฮเธอโรทรอฟ (Heterotroph) เช่น 

แบคทีเรียพวก Ammonifying  Bacteria  เช่น Bacillus sp.,  Proteus sp.,  Pseudomonas sp.  เป็นตน้  

แอคทิโนมยัซีทิส   และเชืÊอเห็ดรา (Fungi)  เป็นตน้ ซึÉงพบไดใ้นชัÊนนํÊ าและดินตะกอนกน้บ่อ  กระบวนการ

ดงักล่าวสามารถเกิดขึÊนไดท้ัÊงสภาวะทีÉมีออกซิเจน และสภาวะไร้ออกซิเจน ซึÉงกระบวนการดงักล่าว

พบว่าสามารถเกิดขึÊนไดดี้ในบริเวณผวิชัÊนดินตะกอนใตน้ํÊ า   ซึÉงเป็นบริเวณทีÉมีสารอินทรียม์ากทีÉสุด   

ซึÉงบทบาทในกระบวนการสารอินทรียไ์นโตรเจนหรือโปรตีนจะถูกเปลีÉยนเป็นแอมโมเนียไดจ้ะ

ตอ้งการลดรูปเป็นเปปไทด ์(Peptides) หรือกรดอะมิโนก่อนดว้ยเอนไซมย์่อยโปรตีน  แลว้จากนัÊนจะถูก

ลดเอมีน (Deamination)  เป็นแอมโมเนีย (NH3) แอมโมเนียทีÉเกิดขึÊ นมกัไม่อยู่ในรูปแอมโมเนียอิสระ 

(NH3)   ในนํÊ าเสียทั Éวไปพีเอช (pH)  เป็นกรดหรือเป็นกลางแอมโมเนียจึงอยู่ในรูปของเกลือ

แอมโมเนียม (NH+
4)  แต่หากพีเอชสูงขึÊนแอมโมเนียมจะเปลีÉยนไปอยู่ในรูปของแอมโมเนีย (NH3)   

ซึÉงอาจถกูปล่อยขึÊนสู่บรรยากาศได ้(Bitton. 1994 : 54) 
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2.4.4  กระบวนการไนตริฟิเคชัน(Nitrification) 

ไนตริฟิเคชนัเป็นการออกซิไดส์แอมโมเนียให้เป็นไนเตรท โดยอาศยัการ

ทาํงานของแบคทีเรียทีÉเรียกว่า  “แบคทีเรียไนตริไฟอิง ” (Nitrifying  Bacteria ) มีสองขัÊนตอนหลกัคือ 

เปลีÉยนแอมโมเนียเป็นไนไตรท์ และเปลีÉยนจากไนไตรท์เป็นไนเตรท (van Loosdrecht   and  Jetten.  

1998 : 1-7)    ขัÊนตอนแรกเป็นการออกซิไดส์แอมโมเนียให้เป็นไนไตรท์เกิดจากแบคทีเรียกลุ่ม AOB  

(Ammonia  Oxidizing  Bacteria)  โดยอาศยัการทาํงานของเอนไซมส์องชนิดคือ แอมโมโนออกซิจีเนส 

(Ammonia  Monoxygenase )  ( Hooper,  Vannelli,  Bergmann and  Arciero.  1997  :  59-67)   ออกซิไดส์

ใหก้ลายเป็นไฮดรอกซิลามีน  (Hydroxylamine, NH2OH) และเอนไซมไ์ฮดรอกซีลามีนออกซีโดรีดกัเตส

(Hydroxylamine  Oxidoreductase)  (Bergmann,  Arcierco and Hooper.  1994 : 3148-3153) ทาํการ

ออกซิไดส์ไฮดรอกซิลามีนใหก้ลายเป็นไนไตรท ์ ภายใตส้ภาวะทีÉมีอากาศ   แบคทีเรียทีÉเกีÉยวขอ้งกบั

ขัÊนตอนนีÊ เช่น  Nitrosomonas  sp.,  Nitrosospira  sp.,   Nitrosococcus sp.  และ Nittrosolobus sp. เป็นตน้ 

ขัÊนตอนทีÉสองของกระบวนการไนตริฟิเคชนั  คือการเปลีÉยนจากไนไตรท์

ใหเ้ป็นไนเตรท  โดยการทาํงานของแบคทีเรียกลุ่ม  NOB (Nitrite  Oxidizing  Bacteria)   อาศยัการทาํงาน

ของเอนไซม ์ไนไตรทอ์อกซิโดรีดกัเตส  (Nitrite  Ooxidoreductase)  ออกซิไดส์ไนไตรทใ์หเ้ป็นไนเตรท   

แบคทีเรียทีÉเกีÉยวขอ้งกบัขัÊนตอนนีÊ เช่น Nitrospira sp.,  Nitrobacter sp. , Nitrosococcus sp. เป็นตน้  

แหล่งคาร์บอนของแบคทีเรี ยไนตริไฟอิงไดจ้ากหลายแหล่ง  เช่น 

คา ร์บ อ นไ ด อ อ กไ ซม  ์ (Carbondioxide)  ไ บ ค าร์บ อ เ นต  ( Bicarbonate)  แ ละ ค าร์บ อ เ น ต 

(Carbonate) เป็นตน้   ผลของการเกิดไนตริฟิเคชนัมีผลทาํใหเ้กิดกรดซึÉงอาจมีผลต่อค่าพีเอชในนํÊ าเสีย

ลดลงได ้   อตัราการเจริญเติบโตของ  Nitrobacter  sp.  พบว่าสูงกว่า  Nitrosomonas  sp.   ดงันัÊนขอ้จาํกดั

ของการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชัน คือการเปลีÉยนแปลงแอมโมเนียไปเป็นไนไตรท์ของ 

Nitrosomonas  sp.  แมว้่าในธรรมชาติส่วนใหญ่จะพบแบคทีเรียไนตริไฟอิง แบบ Autotroph  แต่ใน

บางครัÊ งกระบวนการไนตริฟิเคชนัอาจเกิดจากแบคทีเรียกลุ่ม Heterotrophic  เช่น  Arthrobacter 

หรือเชืÊอเห็ดราบางชนิดเช่น Aspergillus โดยกลุ่มนีÊ จะใชส้ารอินทรียค์าร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน 

อยา่งไรก็ตามกระบวนการไนตริฟิเคชนัจากจุลินทรียแ์บบ Heterotroph เกิดไดช้า้กว่าจุลินทรียแ์บบ 

Autotroph (Bitton. 1994 : 54-55) 

 

2.4.5  กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน (Denitrification) 

กระบวนการดีไนตริฟิเคชนัเป็นการรีดิวซ์ไนเตรทให้เป็นก๊าซไนโตรเจน

โดยผ่านสารตวักลางหลายตวั คือ ไนไตรท์ (NO-
2) ไนตริกออกไซด์ (NO) และไนตรัสออกไซด์ 

(N2O) (van Loosdrecht and Jetten. 1998 : 1-7)    โดยกระบวนการดงักล่าวอาศยัการทาํงานของ
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เอนไซมห์ลายชนิด   ( Bothe,  Jost,  Schloter, Ward  and Witzel.  2000  :  673-690)    กลไกทีÉสาํคญัใน

การรีดิวซ์ไนเตรทมีสองแบบ   คือ การรีดิวซ์ไนเตรทแบบแอสสิมิเลชนั  (Assimilatory  Nitrate 

Reduction : ANR)  และการรีดิวซไ์นเตรทแบบดิสสิมิเลชนั (Dissimilatory  Nitrate  Reduction : DNR) 

(ธงชยั พรรณสวสัดิÍ .  2545 : 102)   โดย ANR เป็นการนาํแอมโมเนีย  (NH3) ไปใชใ้นการสร้างเซลล์

ของแบคทีเรียจึงไม่ค่อยมีบทบาทในการบาํบดันํÊ าเสียมากนกั    ส่วน DNR   เป็นการหายใจแบบไร้

อากาศของแบคทีเรียโดยใชไ้นเตรทเป็นตวัรับอิเล็กตรอน ไนเตรท (NO-
3)  จะถูกรีดิวซ์เป็นไนตรัสออกไซด ์ 

(NO)  และก๊าซไนโตรเจน (N2)  ตามลาํดบั  

โดยแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงมีทัÊ งแบบ  Hetrotroph   และ  Autotroph  

เช่นเดียวกบัแบคทีเรียไนตริไฟอิง    แต่แบบ Hetrotroph จะมีบทบาทในการบาํบดันํÊ าเสียมากกว่า 

(Bothe et al. 2000 : 673-690)   แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  (Denitrifying  Bacteria)  แบบทีÉเป็น 

Hetrotroph  นีÊ จะใชส้ารอินทรียค์าร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนในการลดรูปไนโตรเจนทุกขัÊนตอน      

สาํหรับนํÊ าทิÊงทีÉมีแหล่งคาร์บอนนอ้ยจาํเป็นตอ้งมีการเติมแหล่งคาร์บอนจากภายนอกเขา้ไปเพืÉอให้

เกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัไดอ้ย่างสมบูรณ์   (van Loosdrecht and Jetten. 1998 : 1-7)   แหล่ง

คาร์บอนทีÉมีการนาํมาใช ้ เช่น เมทานอล (Methanol) อะซีเตท (Acetate) เอทานอล (Ethanol) แลคเตท 

(Lactate) และกลโูคส (Glucose)  เป็นตน้ (Khin and Annachhatre. 2004 : 519-532)  

 

2.4.5.1 ปัจจยัทีÉควบคุมการเกดิกระบวนการดไีนตริฟิเคชัน 

กระบวนการดีไนตริฟิเคชนัมีปัจจยัการควบคุมดงันีÊ  

2.4.5.1.1 พีเอช (pH)  พีเอชทีÉเหมาะสมหรับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง   

อยูใ่นช่วง 6.5-8.5 (ธงชยั พรรณสวสัดิÍ . 2545 : 103)   ในกระบวนการบาํบดันํÊ าเสียดว้ยกระบวนการ

ดีไนตริฟิเคชนัพีเอชทีÉ เหมาะสมควรอยู่ในช่วง 7.0-7.5  และพบว่าช่วงพีเอชดังกล่าวมีผลต่อ

กิจกรรมของเอนไซมข์องกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั   (Wiesmann et al.  2007 : 240-241)   

2.4.5.1.2 ออกซิเจน   ออกซิเจนทีÉมีผลต่อกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน

โดยจะส่งผลให้อตัราเร็วของการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัลดลง  เพราะในกระบวนการถ่ายทอด

อิเลก็ตรอน   ก็สามารถรับอิเลก็ตรอนไดเ้ช่นเดียวกบัไนเตรท โดยค่าออกซิเจนละลายนํÊ าหากมีค่ามากกว่า 

0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถยบัย ัÊงกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั (ธงชยั พรรณสวสัดิÍ .   2545 : 104) 

2.4.5.1.3 แ หล่ง คาร์บอน  ชนิดแ ละค วาม เขม้ ขน้ข องแ หล ่ง

คาร์บอนในกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัมีความสาํคญัมาก  ผลจากการใชแ้หล่งคาร์บอนส่งผลใหเ้กิด

กระบวนการดีไนตริฟิชัน 2  สภาวะ ได้แก่ ภายใตส้ภาวะทีÉไม่มีคาร์บอน และภายใต้สภาวะทีÉมี

คาร์บอน (ธงชยั พรรณสวสัดิÍ .  2545 : 155) 
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2.4.5.1.4 ความเค็ม    ความเค็มในรูปของโซเดียมคลอไรด์จะมีผล

ต่อกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัอยูบ่า้ง  เมืÉอมีการเปลีÉยนแปลงคลอไรดอ์ย่างรวดเร็ว   (ธงชยั พรรณสวสัดิÍ . 

2545 : 110) 

2.4.5.1.5. อุณหภูมิ กระบวนการดีไนตริฟิเคชันในกระบวนการ

บาํบัดนํÊ าเสียทีÉอุณหภูมิต ํÉา กว่า 5 องซาเซลเซียส พบว่ามีการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชันตํÉา 

เพราะว่ากระบวนการเมทาบอลิซึมเกิดขึÊ นได้น้อย แต่กระบวนการดีไนตริฟิเคชันเกิดได้ดีเมืÉอ

อุณหภูมิเพิÉมขึÊ นเป็น 35 องศาเซลเซียส นอกจากนัÊ นอุณหภูมิยงัมีผลต่อการเจริญเติบโตของ

สิÉงมีชีวิตและมีผลต่ออตัราการบาํบดัไนเตรท (Wiesmann et al.  2007 : 240-241)    

  

2.4.6 กระบวนการแอมนามมอกซ์ (ANAMMOX  Process) 

กระบวนการแอมนานมอกซ์  หรือ ANAMMOX  Process  (Anaerobic 

Ammonium  Oxidation)  เป็นกระบวนการทีÉออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นก๊าซไนโตรเจน 

ในสภาวะไร้อากาศ โดยจะใชไ้นไตรท์เป็นตวัรับออกซิเจนในสภาวะไร้อากาศ  (Wiesmann et al.  

2007: 243)      โดยมีไนไตรท์เป็นตวัรับอิเล็กตรอน ซึÉงไม่จาํเป็นตอ้งใชห้ล่งคาร์บอนจากอินทรีย ์

ในการเริÉมตน้ของกระบวนการดงักล่าว   ซึÉงอาจพบกระบวนการนีÊ ในระบบตะกอน   ระบบบาํบดั

นํÊ าเสียแบบจุลินทรียย์ดึเกาะกบัตวักลาง โดยจะพบแบคทีเรียเหล่านีÊ ในสภาพแวดลอ้มทางทะเล หรือ 

ปากแม่นํÊ าแบคทีเรียทีÉเกีÉยวขอ้งนกระบวนการนีÊ ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียกลุ่ม Autotrophic  ไดแ้ก่

แบคทีเรียกลุ่ม AOB  (Ammonia oxidizing bacteria)   เช่น Cadidatus Brocadia  anammoxidas และ 

Cadidatus kuenenia   เป็นตน้ แบคทีเรียกลุ่ม Planctomycetales  เช่น  Plantomyces  และ Pirellula 

ซึÉงพบว่าเป็นแบคทีเรียกลุ่มสาํคญัในกระบวนการดงักล่าว (Bitton.  2011 :  305;  Wiesmann et al.  

2007 : 243)      

 

2.5  จุลนิทรีย์ทีÉเกีÉยวข้องกบัการบําบัดทางไนโตรเจนทางชีวภาพ 

การบาํบดัไนโตรเจนทางชีวภาพ มีวตัถุประสงคเ์พืÉอกาํจดัสารอินทรียไ์นโตรเจน

ทีÉละลายในนํÊ าเสียออก  เพืÉอป้องกนันํÊ าเสียไหลออกสู่แหล่งรองรับนํÊ าธรรมชาติไม่ใหท้าํปฏิกิริยากบั

ออกซิเจนทีÉละลายในนํÊ าให้มีปริมาณน้อยลงจนการดาํรงชีวิตของพืชและสัตวน์ํÊ าเกิดอนัตราย  ซึÉง

การบาํบดัวิธีนีÊ อาศยัการทาํงานของจุลินทรียห์ลายชนิดย่อยสลายสารอินทรีย์ให้เหลือน้อยลงใน

ระดบัทีÉตอ้งการ 
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2.5.1  แบคทีเรียไนตริไฟองิ ( Nitrifying  Bacteria) 

แ บ ค ที เ รี ย ไ น ต ริ ไ ฟ อิ ง จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม  Chemoautotrophic ห รื อ  

Chemolithotroph   ซึÉงไดรั้บพลงังานจากการออกซิไดส์สารอนินทรีย ์  (Oxidation Reaction)   คือ  

แอมโมเนีย   และไนเตรท    และใชค้าร์บอนไดออกไซด ์(CO2) เป็นแหล่งคาร์บอน  สภาพแวดลอ้ม

ทีÉ เหมาะสมต่อแบคทีเรียกลุ่มนีÊ  คือ มีค่าพีเอช อยู่ในช่วง 5.8-8.5   (Wiesmann, Choi and 

Dombrowsk. 2007 : 229)   แบคทีเรียไนตริไฟอิงทีÉมีบทบาทต่อการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนัมี 2  

กลุ่มหลกัคือ  แบคทีเรียกลุ่ม Ammonia  Oxidizing  Bacteria  (AOB) ทีÉเป็นพวก Autotroph มีหน้าทีÉ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียให้เป็นไนไตรท ์ (Sofia, Liu, Ongand, and Ng. 2003 : 19-23)   แบคทีเรียใน

กลุ่มนีÊ ไดแ้ก่  Nitrosomonas sp.  สภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสมต่อแบคทีเรียกลุ่มนีÊ  คือ มีค่า พีเอช อยู่

ในช่วง 5.8-8.5 และเจริญเติบโตไดดี้ทีÉอุณหภูมิ   5-30   องศาเซลเซียส  (Wiesmann et al. 2007 : 

229) และแบคทีเรียกลุ่ม  Nitrite  oxidizing bacteria  (NOB)   เป็นแบคทีเรียทีÉออกซิไดซ์ไนไตรท์

ใหเ้ป็นไนเตรท  (Sofia et al. 2003 : 19-23)   แบคทีเรียในกลุ่มนีÊ ไดแ้ก่  Nitrobacter sp.  สภาพแวดลอ้ม

ทีÉเหมาะสมต่อแบคทีเรียกลุ่มนีÊ  คือ มีค่าพีเอช อยู่ในช่วง 6.8-8.5 และเจริญเติบโตไดดี้ทีÉอุณหภูมิ 5-40 

องศาเซลเซียส   (Wiesmann et al. 2007 : 229)      จากการศึกษาเกีÉยวกบัแบคทีเรียกลุ่ม AOB  และ 

NOB ในระบบไนตริฟิเคชนัพบว่า AOB เป็นกลุ่มของ  Nitrosomonas, Nitrospira, Nitrosococcus, 

Nitrosolobus ส่วน NOB เป็นกลุ่มของ Nitrobacter, Nitrospira, Nitrococcus  (Bitton. 1994 : 54-55) 

แบคทีเรียไนตริไฟอิงเดิมจัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ  และอยู่ใน 

Family  Nitrobacteraceae  แต่ในปัจจุบนัไดมี้การวิเคราะห์ทาง 16S rRNA ทาํใหไ้ดรั้บความชดัเจน 

ในการจดัลาํดบัชัÊนความสัมพนัธ์ทางสายวิวฒันาการทีÉมีความซบัซอ้นของ AOB และ NOB โดย

กลุ่มของ AOB ทีÉเป็น Autotroph แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 2 กลุ่ม  กลุ่มแรกเป็นกลุ่มทีÉต้องการ

ออกซิเจนในการดาํรงชีวิต อยู่ใน  Subclass œ –Proteobacteria และ Subclass  ß –Proteobacteria 

กลุ่มสุดทา้ยคือ Anaerobic  Planctomycetales  (Pollet,  Tadonléké and  Humbert.  2011 :  254-261) 

 

2.5.2  แบคทีเรียดไีนตริไฟองิ (Denitrifying bacteria) 

จุลินทรียที์É เกีÉยวข้องกบักระบวนการดีไนตริฟิเคชันมีอยู่ 4 กลุ่มหลกั คือ 

Heterotroph, Autotroph, Facultative และ Aerobic   แต่จุลินทรียก์ลุ่ม Heterotroph มีบทบาท

มากกว่าในสภาพทีÉไม่มีออกซิเจน 
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2.5.2.1 Heterotrophic denitrifying bacteria (HDB) 

HDB เป็นแบคทีเรียทีÉสามารถรีดิวซ์ไนเตรท   และไนไตรท์  เป็น

ก๊าซไนโตรเจน  หรือใช้เป็นตัวรับอิเล็กตรอนแทนก๊าซออกซิเจนอิสระในสภาวะแอนอกซิก 

(Anoxic) โดยมีเอนไซมที์Éกระตุน้การลดรูป ของไนโตรเจน   ดงัตารางทีÉ 2   และใชส้ารประกอบ

อินทรียค์าร์บอนเป็นตัวให้อิเล็กตรอน  เช่น เมทานอล  เอทานอล   กากนํÊ าตาล  เป็นต้น เรียก

ปฏิกิริยานีÊ ว่า  Heterotrophic  Denitrification  Reaction  (HDR) จดัเป็นกระบวนการเกิดดีไนตริฟิเคชนั

ทีÉมีอตัราการเกิดปฏิกิริยาทีÉแข็งขนั  (Action  Denitrification) และพบไดโ้ดยทั Éวไปในสภาพแวดลอ้ม

โดยเฉพาะในระบบบาํบดันํÊ าเสียทางชีวภาพ (Lee, Lea, Dohmann,  Prebilsky, Turk, Ying and 

Whitson.  2000 : 37-59) 

 

ตารางทีÉ 2 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างเอนไซมแ์ละปฏิกิริยาในการรีดิวซส์ารประกอบ ไนโตรเจน   

                 (ดดัแปลงมาจาก Miguel , Juan, Ernesto, and Jesus. 2003 : 254-251) 

 

เอนไซม ์ ปฏิกิริยา 

Nitrate     Reductase (NR) 

Nitrite      Reductase (NiR) 

Nitrite   Oxide   Reductase (NOR) 

Nitrous  Oxide  Reductase (NOR) 

NO-
3+2e- +  2H+   ----- NO-

2+ H2O 

NO-
2+e- +  H+          ----- NO2+ H2O 

2NO+2e- +  2H+   ----- N2O+ H2O 

N2O+2e- +  2H+   ----- N2+ H2O 

 

2.5.2.2 Autotrophic  Denitrifying  Bacteria (ADB) 

ADB เป็นแบคทีเรียทีÉสามารถในการรีดิวซไ์นเตรท  โดยใชส้ารประกอบ

ซลัเฟอร์เป็นตวัให้อิเล็กตรอน  โดยไม่ใชส้ารอินทรีย ์เช่น Thiosulfate (S2O3)  และ Sulfur (S)  

แต่ใชส้ารอนินทรียที์Éมีคาร์บอนเป็นองคป์ระกอบ เช่น คาร์บอนไดออกไซด ์แบคทีเรียพวกนีÊ เรียกว่า 

Chemoautotrophic และเรียกปฏิกิริยาทีÉเกิดจากแบคทีเรียนีÊ ว่า Autotrophic  Denitrification  Reaction 

(ADR)  แบคทีเรียประเภทนีÊมกัพบในสภาวะทีÉมีออกซิเจนน้อย   จึงดึงออกซิเจนจากไนเตรทเพืÉอการ

หายใจ (Respiration) เช่น Thiobacillus denitrificans  (เกย ูคาํคง.  2550 : 21)   
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2.5.2.3 Facultative  Autotrophic  Denitrifying  Bacteria 

เป็นแบคทีเรียทีÉเจริญไดใ้นสภาวะทีÉไม่มีออกซิเจนใชไ้นเตรทเป็น

ตวัรับอิเล็กตรอนใช้สารประกอบอนินทรีย ์  หรือสารประกอบอินทรียที์Éมีคาร์บอนเป็นตัวรับ

อิเล็กตรอน เช่น Pseudomonas sp.,  Bacillus sp.,  Agrobacterium  sp.  และ Thiobacillus    deniyrificans  

(เกยรู คาํคง.  2550 : 22)   

 

2.5.2.4 Aerobic  Denitrifying  Bacteria 

เป็นแบคทีเรียทีÉเมืÉออยูใ่นสภาวะทีÉมีออกซิเจนอิสระ   ก็สามารถใช้

ออกซิเจนอิสระใชเ้ป็นตวัรับอิเลก็ตรอนได ้  เนืÉองจากมีเอนไซม ์ Nitrogen  Reductases ทีÉทนอยู่ได้

ในสภาพทีÉมีก๊าซออกซิเจนอิสระ   หากไร้ออกซิเจนก็จะเลือกใชไ้นเตรทเป็นตัวรับอิเล็กตรอน

เช่นกนั เช่น  Paracoccus  pantotrohus, Thiosphaera   pantotrohu, Alcaligenes   faecalis,  

Microvirgula  aerodenitrifican, Thauere  mechernichensis และ  Nitrosomonas  eutropha  ( Otani , 

Hesegawa and Hanaki.  2004 : 15-22) 

  

2.6  เทคนิคทีÉใช้ศึกษานิเวศวทิยาในระบบบําบดันํÊาเสีย 

การศึกษานิเวศวิทยาในระบบบําบัดนํÊ าเสียจ ําเป็นทีÉต้องอาศยัเทคนิคต่างๆทีÉ

สามารถตรวจสอบ   จดัจาํแนกตลอดไปจนการนับปริมาณจุลินทรีย ์ เทคนิคต่างๆทีÉมีการนาํมาใช ้

เช่น การเพาะเลีÊ ยงอาหารทีÉมีแหล่งคาร์บอนหรือพลงังานทีÉแตกต่างกัน  การศึกษาข้อมูลด้าน

สรีรวิทยาของเซลล ์    เทคนิคเหล่านีÊลว้นแต่ตอ้งอาศยัการเพาะเลีÊยงเชืÊอ  และการคดัแยกแบคทีเรีย

ใหบ้ริสุทธิÍ    จึงเรียกเทคนิคเหล่านีÊ ว่า  “เทคนิคทีÉตอ้งอาศยัการเพาะเลีÊยงเชืÊอ” (Culture  Dependent 

Techniques)   ส่วน  “เทคนิคทีÉไม่ตอ้งอาศยัการเพาะเลีÊยงเชืÊอ” (Culture  Independent  Techniques) 

เป็นการศึกษาจุลินทรียใ์นสิÉงแวดลอ้มโดยตรง (In Situ) โดยไม่พึÉงพาการเพาะเลีÊ ยงเชืÊอ (นุกูล 

อินทระสงัขา.  2547 : 1-10) 

 

2.6.1  เทคนิคทีÉต้องอาศัยการเพาะเลีÊยงเชืÊอ 

การศึกษาจุลินทรียด์ ้วยเทคนิคทีÉต ้องอาศยัการ เพาะเ ลีÊ ยงเชืÊอ เช่น 

เทคนิคทีÉต้องอาศยัการเพาะเชืÊอบนอาหารเลีÊ ยงเชืÊอ  เทคนิคการนับจาํนวนทีÉเป็นไปไดท้ัÊ งหมด 

(Most Probable  Number,  MPN)  ในช่วงทศวรรษทีÉผ่านมาพบว่าเทคนิคต่างๆ  เหล่านีÊ ไดมี้

ขอ้จาํกดัหลายประการ  ทัÊ งในเรืÉองของตวัวิธีการเอง  และลกัษณะเฉพาะของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด 
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(นุกูล อินทระสงัขา.  2547 : 1-10 )   เช่น เชืÊอบางชนิดตอ้งใชเ้วลาในการบ่มเชืÊอนานเกินไป   และ

การนับจาํนวนแบคทีเรียไม่แม่นยาํ   เพราะเป็นการนับจาํนวนโดยการหาค่าเฉลีÉย (Roszak and 

Colwe. 1987 : 367-379)   และอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉใชโ้ดยทั Éวไปไม่เหมาะสมกบัการเจริญของเชืÊอ

แบคทีเรียไม่อยูใ่นสภาวะทีÉสามารถเจริญได ้ 

 

2.6.1.1 เทคนิคเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ (Culture  Media  Techniques) 

ปัจจุบนัเทคนิคเลีÊยงเชืÊอบนอาหารเลีÊยงเชืÊอนัÊนไม่ค่อยไดรั้บความ

นิยมมากนกั    เนืÉองจากการเพาะเลีÊยงบนอาหารเลีÊยงเชืÊอทาํให้ไม่เขา้ใจถึงกระบวนการทางชีวภาพ

ในการบาํบดัไนโตรเจนของจุลินทรียไ์ดอ้ยา่งสมบูรณ์   เพราะจุลินทรียส่์วนใหญ่ในสิÉงแวดลอ้มไม่

สามารถเพาะเลีÊยงบนอาหารเลีÊยงเชืÊอได ้ (Amann,  Glockner and  Neef.  1997 : 191-200) 

 

2.6.1.2 เทคนิคMPN (Most  Probable  Number  Techniques) 

เทคนิค  Most  Probable  Number (MPN)  เป็นวิธีการประมาณ

จาํนวนแบคทีเรียทีÉเป็นไปไดม้ากทีÉสุด  โดยอาศยัการคาํนวณทางสถิติค่าทีÉไดเ้ป็นค่าประมาณโดย

เฉลีÉย  (Estimate  of  the  Mean  Density)  ซึÉงตวัอย่างทีÉนิยมนาํมาวิเคราะห์ คือ นํÊ า อาหาร  และ

ผลิตภณัฑก์ารเกษตร  โดยมีหลกัการคือ เพาะเลีÊยงแบคทีเรียบนอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉแบคทีเรียสามารถ

เจริญเติบโตได ้ โดยทาํการเจือจางตวัอย่าง (Serial  Dilution ) โดยทั Éวไปนิยมใชอ้ยู่ 2 ระบบ คือ 

ระบบ 3 หลอด  ซึÉงมีขอ้ดีดา้นการประหยดัเวลาแต่มีโอกาสผดิพลาดมาก  และระบบ 5 หลอด ทีÉใช้

เวลานานแต่มีโอกาสผิดพลาดน้อยกว่า   ส่วนใหญ่นิยมใช้ในการตรวจสอบปริมาณ Total  

Coliform, Faecal  Coliform  และ  E.coli  ทีÉปะปนอยูใ่นตวัอยา่งนัÊนๆ  ปัจจุบนัมีผูว้ิจยัหลายกลุ่มได้

นาํเทคนิค  MPN   มาใชต้รวจสอบและนบัจาํนวนแบคทีเรียไนตริไฟอิง   และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง

ภายในระบบการบาํบดันํÊ าเสีย  จากการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียน  (เกยรู คาํคง.  2550 ) จาก

ระบบบาํบดันํÊ าทิÊงทีÉเน้นการบาํบดัไนโตรเจน (Paungfoo, Prasertsan, Burrell, Intrasungkha  and  

Blackall.2003) ซึÉ งเป็นการตรวจสอบเชิงปริมาณเบืÊองต้นทําให้ทราบถึงปริมาณของแบคทีเรีย

ภายในระบบว่ามีอยู่มากน้อยเพียงใด   โดยพฒันาเป็นระบบไมโครเทคนิค (Microtechnique  for 

MPN  Analysis)  ซึÉงทดสอบในไมโครเพลท  (96 Well  Microplates)   เนืÉองจากวิธีเดิมตอ้งใช้

เวลาในการทดลองนาน  ใชอุ้ปกรณ์   และสารละลายทดสอบปริมาณมากซึÉงไม่เหมะสมกบัการ

ทดลองทีÉมีตวัอย่างจาํนวนมาก  (Soto,  Sanche,  Aspe  and  Roeckel.  2002 : 1173-11756)   
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นอกจากนีÊ ยงัใชผ้ลการทดลองทีÉแม่นยาํกว่า   แต่ยงัคงใชห้ลกัการเดิม   และอาศยัการทาํงานทาง

สถิติโดยใชต้ารางค่าดชันี MPN  

 

2.6.2 เทคนิคทีÉไม่ต้องอาศัยการเพาะเลีÊยงเชืÊอ 

เทคนิคการศึกษาจุลินทรียที์ÉอาศยัการเพาะเลีÊ ยงเชืÊอ  ไดรั้บการพิสูจน์ถึง

ขอ้จาํกดั  และการเบีÉยงเบนขอ้เท็จจริงของนิเวศวิทยาในระบบบาํบดันํÊ าเสีย    ในขณะทีÉเทคนิคทีÉไม่

ตอ้งใชก้ารเพาะเลีÊยงเชืÊอไดรั้บการยอมรับมากยิ ÉงขึÊน    ตวัอย่างเทคนิคดงักล่าวไดแ้ก่การศึกษาโดย

กลอ้งจุลทรรศน์โดยใชสี้เรืองแสง  การใชเ้ทคนิคทางชีวโมเลกุล  โดยเฉพาะทีÉเน้นการตรวจหา  RNA 

เช่น Fluorescence  In  Situ  Hybridization  (FISH),  Clone  Library  Analysis,   Microautoradiography 

และ Immunofluorescent  Techniques เป็นตน้  (นุกลู  อินทระสงัขา  และคณะ.  2548 : 17-18)  

     

2.6.2.1 เทคนิคด้าน 16 rRNA 

เทคนิคการทาํ 16S rDNA  Clone  Library เป็นวิธีการหนึÉ งในการ

ตรวจหาความหลากหลายของจุลินทรีย ์   โดยอาศยัความแตกต่างของลาํดบัของยีน 16S rDNA  ซึÉง

เป็นยนีทีÉบนัทึกรหสัการสร้างโมเลกุลของ  16S rRNA    เริÉมจากการสกดัเอาดีเอน็เอจากกลุ่มชุมชน

จุลินทรียใ์นแหล่งทีÉตอ้งการศึกษา  จากนัÊนทาํการตดัยนีดงักล่าวไปเชืÉอมต่อกบัพลาสมิดพาหะแลว้

นาํเขา้ไปในแบคทีเรียเพืÉอใหเ้พิÉมจาํนวนยนีดงักล่าว เรียกว่า Cloning เมืÉอนาํยนีทีÉไดไ้ปหาลาํดบัของ

เบสและนํามาเปรียบเทียบกัน  เรียกวิธีการนีÊ ว่า Clone Library Analysis จากนัÊ นนํามาหา

ความสมัพนัธท์างวิวฒันาการ หรือทีÉเรียกว่า  Phylogenetic  Analysis  ขอ้มูลลาํดบัเบสจากตวัอย่าง 

Clone ต่างๆ ทีÉไดส้ามารถนาํมาใชใ้นการออกแบบหา DNA  Probe ทีÉมีความจาํเพาะเจาะจงกบั

จุลินทรียเ์ป้าหมายได้อีกด้วย    ซึÉ งสามารถนําไปใช้ในกระบวนการตรวจหาและนับปริมาณ

จุลินทรียใ์นธรรมชาติดว้ยเทคนิค   FISH หรือ PCR    ต่อไปได ้     ปัจจุบนัมีงานวิจยัมากมายทีÉได้

ทาํการศึกษานิเวศวิทยาของจุลินทรียใ์นสภาพแวดลอ้มต่างๆ ทัÊงจากในธรรมชาติ  เช่น จากนํÊ าทะเล 

(Brown, Schwalbach, Hewson  and  Fuhrman.  2005 : 1466–1479)    จากนํÊ าบาดาล    (DeSantis,  

 Brodie, Moberg, Zubieta,  Piceno  and  Andersen.  2007 : 371-383; Yang,  Ma,  Chen,  Mao, 

He,  Xi, Yang,  He,  and  Deng.  2010 : 2063-2073)  จากระบบทางดินอาหารของสตัวเ์คีÊ ยวเอืÊอง 

(Mieszkin,  Yala,  Joubrel  and  Gourmelon.  2010 : 974 - 984)  และจากสภาพแวดลอ้มทีÉมนุษย์

สร้างขึÊน  เช่น ระบบบาํบดันํÊ าทิÊงแบบตะกอนเร่งทีÉเนน้บาํบดัฟอสฟอรัส  (นุกลู อินทระสงัขา,  ลินดา 

แบลค็ออล,  ฟิลิป บอนด์  และ เยิร์ก  เคลเลอร์.  2542 : 22-31)  ระบบบาํบดันํÊ าทิÊงทีÉเน้นการบาํบดั
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ไนโตรเจน  (Stephen,  McCaing, Smith,  Prosser  and  Embley.  1996 : 4147-4154;  Burrell,   Keller 

and Blackall.  1998 : 1873-1883;  Paungfoo  et al.  2003)   ระบบระบบบาํบดันํÊ าทิÊงทีÉเน้นการบาํบดัไนเตรท

(Yamashita, Yokoyama, Kanafusa, Ogino,  Ishida, Osada  และ Tanaka.  2011 : 578-581)  (ภาพทีÉ 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 3  ขัÊนตอนต่างๆ ทีÉสาํคญัของเทคนิค rRNA approach (ดดัแปลงจากAmann, Glockner and 

Neef. 1997:191-200)        

                                           

2.6.2.2 Fluorescence  In  Situ  Hybridization (FISH) Technique  

เทคนิค Fluorescence  In  Situ  Hybridization  (FISH) เป็นเทคนิค

ทางชีวโมเลกุลวิธีหนึÉงทีÉสามารถจาํแนกชนิด  รวมทัÊงนบัจาํนวนจุลินทรียโ์ดยตรง (In  Situ)  ในตวัอย่าง

ไดถ้กูตอ้งแม่นยาํและรวดเร็ว   โดยไม่ตอ้งอาศยัการเพาะเลีÊยงเชืÊอบนอาหาร (Culture  Independent 

Technique)     ซึÉงวิธีดงักล่าวมีขอ้จาํกดัหลายประการ (Roszak  and  Colwell.  1987 : 365-379)  

เทคนิค  Fluorescence  In  Situ  Hybridization  (FISH)  อาศยัขอ้มูลของ rRNA จากฐานขอ้มูลเช่น 

Ribosomal  Database  Project (RDP) มาใชใ้นการออกแบบ Oligonucleotide  Probes  ความยาว

ประมาณ  20  นิวคลีโอไทด ์  ซึÉงใชเ้ป็นตวัตรวจทีÉมีลาํดบัเบสทีÉคลอ้งจองกนักบัลาํดบัเบสบน  rRNA  

ทีÉพบในไรโบโซมของเซลลแ์บคทีเรีย   จึงสามารถจบัคู่   (Hybridize)  กบั  RNA ในไรโบโซม 

(rRNA)  ใหมี้ความจาํเพาะกบัแบคทีเรียตัÊงแต่ระดบัชนิดไปจนถึงไฟลมัตามความตอ้งการ  แลว้ติด
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ฉลากดว้ยสารเรืองแสง  (Fluorochrome)  เรียกว่า โพรบ (Probe)   แลว้นาํมาตรวจสอบดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศนแ์บบ Epifluorescence  โดยโพรบจะมีเป้าหมายอยู่ทีÉ    16S  rRNA    ซึÉงมีอยู่เป็นจาํนวน

มากในเซลล์ของจุลินทรีย ์   จึงถูกเลือกมาใช้เป็น Marker Gene ดังนัÊ นการศึกษาโครงสร้าง

นิเวศวิทยาของจุลินทรีย ์  โดยใชเ้ทคนิคดงักล่าวจะทาํใหท้ราบถึงชนิดและจาํนวนของจุลินทรียใ์น

ทีÉอยูอ่าศยัอยา่งแทจ้ริงและแม่นยาํ  (เกยรู คาํคง.  2550 : 30) 

ปัจจุบนัมีการนาํเอาเทคนิค FISH  มาประยุกต์ใชใ้นการศึกษาการ

เปลีÉยนแปลงโครงสร้างประชากรจุลินทรียใ์นระบบบาํบัดนํÊ าเสีย  การติดตามและตรวจสอบ

จุลินทรียใ์นระบบการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ า   (ภาพทีÉ 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 4  ขัÊนตอน Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) Technique analysis            

               (ทีÉมา: www. bioc.rice.edu/bios576/immuno/FISH.gif)                            

 

2.6.2.3 Denaturing  Gradient  Gel electrophoresis  (DGGE)  Technique                                         

เทคนิค Denaturing  Gradient  Gel  Electrophoresis  (DGGE)  เป็น

เทคนิคทีÉแยกความแตกต่างของโปรตีน หรือดีเอน็เอ ซึÉงการแยกความแตกต่างนัÊนสามารถแยกโดย

อาศยัความแตกต่างของความเขม้ขน้ของเจล  หรือ อุณหภูมิทีÉต่างกนั  ซึÉงจากหลกัการดงักล่าวทาํให้

สามารถนาํเทคนิคนีÊ ไปประยกุตใ์ชใ้ดห้ลากหลาย ไดแ้ก่ การแยกความแตกต่างของสิÉงมีชีวติดว้ยยีน
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ใดยนีหนึÉง   หรือการใชแ้ยกสิÉงมีชีวิตเป็นระดบักลุ่มประชากร  เป็นตน้  โดยอาศยัหลกัการทีÉว่าดีเอน็เอทีÉ

มีความยาวเท่ากัน   สามารถแยกออกจากกันได้โดยอาศัยลาํดับนิวคลีโอไทด์ทีÉแตกต่างกัน    

โดยทั ÉวไปจะเพิÉมจาํนวนยนี  16S  rRNA   ไดเ้พียงบางส่วน      โดยใชเ้ทคนิคทางดา้น  PCR     ซึÉง

ใช้ไพรเมอร์ทีÉมีเบส   GC   ยาว   40    เบสทีÉปลาย  5' ของไพรเมอร์เพียงเส้นเดียว   เมืÉอแยกบน   

Polyacrylamide  Gel    ทีÉมีความเขม้ขน้ของสารทีÉทาํให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ      ยีนทีÉเพิÉมจาํนวนนีÊ จะ

เปลีÉยนสภาพจากดีเอน็เอสายคู่แยกเป็นดีเอน็เอสายเดีÉยวเพียงบางส่วนแต่ไม่หลุดจากกนั  ซึÉงเทคนิค    

DGGE     มีขอ้จาํกดัหลายประการ เช่น  ขนาดยนีทีÉเพิÉมจาํนวนตอ้งไม่ยาวกว่า 500  เบส    จึงสามารถ

แยกบน  Polyacrylamide  Gel  ได ้  (Schramm and Amann.  2000 : 86-104)    ปัจจุบนัมีงานวิจยั

มากมายทีÉได้ทําการศึกษาความหลากหลายโครงสร้าง  ชนิด และปริมาณของแบคทีเรียใน

สภาพแวดลอ้มต่างๆ ทัÊงจากในธรรมชาติ  เช่น  จากนํÊ าพุร้อน (Hniman, O-Thong and  Prasertsan. 

2011 :  8785–8793;  Hniman, Prasertsan and O -Thong.  2011 : 14217-14226; Hasyim, Imai, O-

Thong and Sulistyowati. 2011 : 14162–14171)  จากทะเลสาบ (Jaspers, Nauhaus,  Cypionka  and  

Overmann.  2006 : 10)  จากดิน  (Chong, Tan, Wong, Riddle  and Tan. 2009 : 856-860)   และ

สภาพแวดลอ้มทีÉมนุษยส์ร้างขึÊน  เช่น ระบบบาํบดันํÊ าทิÊงแบบตะกอนเร่งทีÉเน้นบาํบัดแอมโมเนีย  

(Limpiyakorn, Shinohara,  Kurisu   and  Yagi.  2006 : 205-217)  ระบบบาํบดันํÊ าทิÊงแบบตะกอนเร่ง

ทีÉเน้นบาํบดัฟอสเฟส  (Seviour,  Mino and Onuki.  2006 : 99-127)   ระบบบาํบดันํÊ าเสียภายใน

โรงงานผลิตนํÊ ามนั   (Mamimin, Thongdumyu, Hniman, Prasertsan, Imai  and O-Thong.   2012 : 

15598–15606)  (ภาพทีÉ 5) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 5 ขัÊนตอน DGGE analysis (ทีÉมา : www. thaiscience.com/lab_vol/p23/prcdgge/prc5.jpg) 
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2.6.2.4 Confocal  Laser  Scanning  Microscopy  (CLSM or LSCM) 

Technique  

 เทคนิค Confocal  Laser  Scanning  Microscopy  (CLSM  or   

LSCM) เป็นเทคนิคสาํคญัทีÉใชศึ้กษาในทางชีววิทยาและวิทยาศาสตร์การแพทย ์  เพืÉอศึกษาภาพทีÉมี

ความละเอียดสูงและภาพทีÉมีความลึก    ซึÉงคุณลกัษณะสาํคญัของเทคนิคนีÊ    จะมีความสามารถในการ

เลือกการโฟกสัภาพทีÉมีความลึกทีÉระยะแตกต่างกนั  และภาพทีÉไดอ้อกมานัÊนจะมีลกัษณะภาพสามมิติ     

ซึÉงต่างกบัภาพทีÉไดจ้ากกลอ้งจุลทรรศน์แบบ Epifluorescence ทีÉไม่สามารถบอกความละเอียดของภาพ

ทีÉมีความหนาได ้  

หลกัการของเทคนิค Confocal  Laser  Scanning  Microscopy 

(CLSM  or  LSCM)  ลาํแสง laser ผ่านกระจกกรองแสงทีÉเรียกว่า Diachronic  Mirror   เขา้สู่ 

Galvanometer   แลว้ผา่นเขา้สู่  Objective  Lens  เขา้สู่ตวัอยา่ง   แสงจะสะทอ้นกลบัมาจากตวัอย่าง

ยอ้นกลบัขึÊนมายงั  Diachronic  Mirror  และ  Galvanometer   แลว้ผ่านเขา้สู่  Confocal  Pinhole  เขา้สู่ 

Detector  สัญญาณแสงจะถูกเปลีÉยนเป็นสัญญาณดิจิตอล  โดย Photomultipliertube (PMT)  

สญัญาณดิจิตอลทีÉไดจ้ะถกูนาํมาประมวลผลดว้ยคอมพิวเตอร์  แสดงผลดว้ยภาพบนจอคอมพิวเตอร์ 

(ศนูยเ์ครืÉองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์.  ม.ป.ป  :  5)  

 

2.7 งานวจิยัทีÉเกีÉยวข้อง 

2.7.1  การศึกษานิเวศวทิยาของแบคทเีรียดไีนตริไฟองิ   

เกยรู คาํคง (2550 : 8)  ตรวจสอบและติดตามแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงและ

ไนตริไฟอิงในระบบการเพาะเลีÊ ยงสัตว์นํÊ าแบบหมุนเวียนด้วยเทคนิค Fluorescent  In Situ 

hybridization (FISH) ผลการศึกษาพบแบคทีเรียคลาส Alphaproteobaceria,  Gammaproteobacteria 

และกลุ่ม NOB ในไฟลมั  Nitrospira  ทีÉออกซิไดส์ไนไตรทใ์หเ้ป็นไนเตรทเป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่น  

Vrtovšek  and Roš (2006  :  396-400) ศึกษากระบวนการดีไนตริฟิเคชนั

จากนํÊ าผวิดิน  โดยศึกษาภายในถงัปฏิกิริยาชีวภาพ  บริเวณทีÉมีความจาํเพาะของวสัดุ  ผลการศึกษา

พบว่าภายในถงัปฏิกิริยามีอตัราการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั 1.3 กรัม NO3 - N . m – 2   

นอกจากนีÊ ยงัพบว่าความเขม้ขน้ของ NO3– N  เพิÉมขึÊนจาก 0.25  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 16  มิลลิกรัม

ต่อลิตร และพบว่าอะซีเตทเป็นแหล่งคาร์บอนทีÉมีความเหมาะสมต่อการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั 

Liang,  Zhao,  Lu,  Wang,  Zhao  and  Liu (2011 : 10648-10656)  ทาํการ

แยกและศึกษาลกัษณะของเชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในภาวะทีÉมีอากาศในการบาํบดัไนเตรทสูง 

โดยทําการแยกจากตะกอนในสภาวะมีอากาศ   ผลการศึกษาพบไอโซเลต DL-23 คือ เชืÊ อ 
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Paracoccus   denitrificans   เป็นกลุ่มเด่น   และพบว่าไอโซเลตดงักล่าว  มีประสิทธิภาพในการ

บาํบดัไนโตรเจนไดสู้งสุด คือ 30.3 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั Éวโมง 

Isaka,  Kimura, Osaka and Tsuneda   (2012 :  4948-4948)    ศึกษาอตัราการเกิด

กระบวนการดีไนตริฟิเคชนัสูง จากการใช ้Polyethylene  Glycol (PEG)  Gel  ต่อแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง

กลุ่ม Heterotrophic  Denitrifying  Bacteria   ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ  เพืÉอบาํบดัไนเตรทในนํÊ าเสีย   

ผลการศึกษาพบว่าสามารถบาํบดัไนเตรทได ้ภายใน 16 วนั โดยมีไนเตรท คงเหลือในถงัปฏิกิริยา 

ประมาณ 4.4 kg N m-3  ซึÉงพบว่ามีประสิทธิภาพบาํบดัไนโตรเจน ถึงร้อยละ 92  นอกจากนัÊน

การวิเคราะห์โครงสร้างชุมชนโดยใช้ยีน 16S rRNA  พบ  Hyphomicrobium sp. ในถงัปฏิกิริยา

ดีไนตริฟิเคชนัทีÉใชเ้มทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน 

Wang,  Yuan,  Li,  Yang,   Zheng,  He,  Geng,  Xiong  and  Liu ( 2012  :  1-6 )  

ทาํการคดัแยกแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในสภาวะทีÉมีอากาศ   โดยใชเ้ทคนิคแยกเชืÊอและศึกษายนี 16S  rRNA 

โดยวิเคราะห์ลาํดบัแยก HS-N2,  HSN25  และ  HS-N62  ผลการศึกษาพบว่า เชืÊอ Salmonella sp., 

Bacillus  cereus  และ  Pseudomonas sp.  ตามลาํดบั   และพบว่า  HS-N62  มีประสิทธ์ภาพในการ

บาํบดัไนเตรทไดสู้งสุด คือ  ในเวลา 12 ชั Éวโมง สามารถบาํบดัไนเตรทไดถึ้งร้อยละ  96  

 

2.7.2  นิเวศวทิยาของแบคทีเรียไนตริไฟองิ 

Chae,  Rameshwar,  Jang,  Kim  และ  Kim  (2008  :  1426-1435)   วิเคราะห์

ชุมชมของแบคทีเรียไนตริไฟอิง  ใน  BioCube  Sponge  Media  โดยใชเ้ทคนิค  Fluorescence  In 

Situ Hybridization (FISH)  ดาํเนินการทดลองจากถงัปฏิกิริยาขนาด 4 ลิตร  ผลการศึกษาพบว่า

สามารถบาํบดัซีโอดีไดสู้งถึงร้อยละ 95  และมีประสิทธิภาพการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนัถึง

ร้อยละ 99  จากการวดัดว้ย  Microelectrode พบว่า  ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมีการลดลงอย่าง

รวดเร็วทีÉความลึก 2 มม.  และตรวจพบแบคทีเรียกลุ่ม AOB มากกว่าแบคทีเรียกลุ่ม NOB  

Chang,  Tanong,  Xu และ Shon (2011 :  5337–5344) การวิเคราะห์โครงสร้าง

ชุมของแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระบบบําบัดนํÊ าเสียทีÉใช้เมนเบรน 

(Membrane Bioreactor, MBR)  จากการบาํบดัเสียปนเปืÊ อนนํÊ ามนั   ผลการศึกษาพบว่ากระบวนการ

ไนตริฟิเคชนั  ในภาวะทีÉมีอากาศในระบบ MBR   มีกระสิทธิภาพกาํจดัไนโตรเจนทีÉเป็นสารอินทรีย์

และแอมโมเนียไนโตรเจน  (Total  Kjeldahl  Nitrogen  : TKN) สูงสุด คือ ร้อยละ 90 และมีระยะเวลากกัพกันํÊ า 

(HRT)  18 ชั Éวโมง    นอกจากนีÊ ยงัพบว่าในกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั สามารถบาํบดัไนโตรเจนทัÊ งหมด 

(Total  Nitrogen : TN)  อยู่ในช่วง ร้อยละ 8.7-19.8    นอกจากนัÊนยงัวิเคราะห์ประชากรจุลินทรีย์

จาก 16S rDNA  พบกลุ่ม  Ammonia – Oxidizing  Bacteria  (AOB)   ซึÉงทีÉใชแ้อมโมเนียจากสารอนินทรีย์
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ในนํÊ าเสียเป็นกลุ่มเด่น   และกลุ่ม Heterotrophic  Denitrifying  Bacteria (HDB)   พบ เชืÊอ Thauera 

mechernichensis   

Whang, Wua, Lee,  Chen,  Fukushima, Chang, Cheng,  Hsu,  Chang,  

Shen,  Huang,  Fu และ  Chang (2012 : 70–77)   ศึกษาประสิทธิภาพของกระบวนการไนตริฟิเคชนั 

และนิเวศวิทยาของแบคทีเรียไนตริไฟอิง  ในถงัปฏิกิริยาชีวภาพแมมแบรนเต็มรูปแบบ  (TFT-LCD) 

ในระบบบาํบดันํÊ าเสีย   ผลการศึกษาพบว่าภายในถงัปฏิกิริยามีการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนัเกือบ

สมบูรณ์   และตรวจสอบประชากรแบคทีเรียไนตริไฟอิงด้วยเทคนิค Terminal  Restriction 

Fragment  Length  Polymorphism (T-RFLP)   พบเชืÊอ Nitrosomonas oligotropha ซึÉงเป็นแบคทีเรีย

ในกลุ่ม AOB  นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียในกลุ่ม NOB พบเชืÊอ  Nitrobacter  sp. และ Nitrospira  sp. 

ซึÉงแบคทีเรียกลุ่มดงักล่าวพบว่ามีความสาํคญัต่อกระบวนการไนตริฟิเคชนัภายในถงัปฏิกิริยา 

 

 2.7.3 การศึกษาการบําบัดไนเตรท 

Foglar,  Briški,  Sipos  and  Vuković  (2005 : 879-888)  ศึกษาการบดัไนเตรท

จากนํÊ าเสียสงัเคราะห์โดยใชก้ลา้เชืÊอจุลินทรียผ์สม  คือ  แบคทีเรียทีÉใชอ้ากาศและไม่ใชอ้ากาศในนํÊ าเสีย    

ผลการศึกษาพบว่ากลา้เชืÊอจุลินทรียผ์สมมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทไดส้มบูรณ์  โดยพบว่า

การสะสมของไนเตรทภายในนํÊ า เสียสังเคราะห์  ต ํÉ ากว่า  0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  และพบ 

Pseudomonas  sp. และ  Paracoccus sp.   เป็นกลุ่มเด่นจากกลุ่มเชืÊอจุลินทรียผ์สม 

Cho และ Cho (2008 :  327-330)  ศึกษาความเป็นไปไดต่้อการบาํบดัไนเตรท

ดว้ยเครืÉองปฏิกิริยาชีวภาพโดยใชต้ะกอนขีÊ เถา้  ผลการศึกษาพบว่าเครืÉองปฏิกิริยาชีวภาพทีÉใชต้ะกอน

ขีÊ เถา้ทีÉ เผาดว้ยอุณหภูมิ 900 องซาเซลเซียส  มีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทไดสู้งสุด  และ

พบว่าพีเอชของตะกอน  เท่ากบั 7.0  โดยสามารถบาํบดัไนเตรทไดภ้ายใน 10 ชั Éวโมง คิดเป็นร้อยละ 42 

ของการบาํบดัไนเตรททัÊงหมด  

Cho, Takahashi, Fujii, Yamada,  Satoh and Okabe (2010 : 1129-1135) 

ศึกษาประสิทธิภาพการบาํบดัไนโตรเจนและการวิเคราะห์ชุมชนจุลินทรียข์องเครืÉองปฏิกิริยาแบบ

ไหลขึÊน ดว้ยกระบวนการ  ANAMMOX  ผลการศึกษาพบแบคทีเรีย Anammox กลุ่ม Candidatus 

Brocadia–like species  และพบว่ากิจกรรมของกระบวนการ ANAMMOX  พบมากทีÉสุดบริเวณผิว

ของ granules   และประชากรทีÉพบใน granules มีมากถึงร้อยละ 80 ของแบคทีเรียทัÊ งหมดเมืÉอยอ้ม

ดว้ยสี 4,6 - Diamidino - 2 – Phenylindol (DAPI) 

Zhou, Sun, Wu,  Zhang,  Huang,  Miyanaga  and  Zhang   (2011 : 1761–1769 ) 

ศึกษาแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง กลุ่ม Autotrophic สาํหรับการบาํบดัไนเตรทและไนไตรท์  โดยใช้
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กาํมะถนัหินปูนในนํÊ าเสียสังเคราะห์ ทีÉระดบั คือ 10, 40, 70 และ 100 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร

ตามลาํดบั   ผลการศึกษาพบว่าทีÉนํÊ าเสียสังเคราะห์ระดบั 10 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร   พบว่า

สามารถบาํบดัไนเตรทและไนไตรท์ไดถึ้งร้อยละ 90  และระยะเวลากกัพกันํÊ า  (HRT) เท่ากบั  3 

ชั Éวโมง  ทีÉอุณหภูมิของ 20-25 องศาเซลเซียส  ส่วนในนํÊ าเสียสังเคราะห์ทีÉระดบั คือ 70  มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร  และ   100  มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร   สามารถบาํบดัไนเตรท และไนไตรท์ไดถึ้ง

ร้อยละ 50   และระยะเวลากกัพกันํÊ า  (HRT) เท่ากบั  3 ชั Éวโมง  อุณหภูมิต ํÉา  5-10  องศาเซลเซียส จากการ

ทดลองพบว่าความเข้มข้นของกํามะถันหินปูน  และอุณหภูมิ เป็นปัจจัยสําคัญต่อการเกิด

กระบวนการดีไนตริฟิเคชนั 

Zhao,  Feng,  Wang,  Yang,   Zhang  และ   Sugiura   (2011 :  1033–1039)   

การบาํบัดไนเตรทจากนํÊ าบาดาล   โดยอาศยัแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง กลุ่ม Heterotrophic  และ 

Autotrophic ในถงัปฏิกิริยาชีวภาพอิเลก็โทรด   การทดลองในครัÊ งนีÊ เป็นการพฒันาระบบการบาํบดั

นํÊ าบาดาล โดยทําการวิเคราะห์ประสิทธิภาพการบาํบัดไนเตรท ระยะเวลากักพกันํÊ า (HRT)   

อตัราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N)  และกระแสไฟฟ้า (I)   ผลการศึกษาพบว่า ภายใน

ถงับาํบดัมีประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรทไดส้มบูรณ์  ส่วนค่า C / N = 1  ค่า  HRT = 8 ชั Éวโมง  

และ ค่า I = 10 mA  ตามลาํดบั  

   

2.7.4  เทคนิคทีÉศึกษาเมอืกชีวภาพ 

Cytryn, Minz, Gieseke and Rijn (2006 : 22-29) ได้ใช้เทคนิคทาง 

Fluorescence  In  Situ  Hybridization  (FISH)  และการใชก้ลอ้งจุลทรรศนศึ์กษาลกัษณะของเสน้ใย

สีขาวทีÉเกิดขึÊนในถงัปฏิกิริยาฟลูอิดไดซ์เบด (Fluidized  Bed  Reactor)  ทีÉใชบ้าํบดัสารไนเตรทใน

ระบบการเพาะเลีÊยงปลาทะเล    โดยภายในถงัปฏิกรณ์มีเกร็ดซลัเฟอร์ (Sulfur  Granules)  ใชใ้นการ

กรองนํÊ าเพืÉอกาํจดัสารอินทรีย ์   ผลการศึกษาพบว่าภายในระบบมีแบคทีเรียกลุ่มเด่นคือ  แบคทีเรีย

แบบเสน้สาย (Filamentous  Bacteria) แกรมลบ พบเชืÊอกลุ่ม  Thiothrix  มีความหนาแน่นอยู่บริเวณ

ภายในผลึกซลัเฟอร์  และมีลกัษณะทางสณัฐานเป็นรูปแฉก (Rosette-Shaped)  

Satoh, Yamakawa,  Kindaichi,  Ito and Okabe  (2006 : 762-772)   ศึกษา

โครงสร้างชุมชนและกิจกรรมของแบคทีเรียไนตริไฟอิง และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากเมือก

ชีวภาพในนํÊ าเสียอุตสาหกรรม   ด้วยเทคนิค 16S rRNA  และเทคนิค Fluorescence  In  Situ  

Hybridization  ( FISH)    ผ ล ก า ร ศึ ก ษ า พ บ แ บ ค ที เ รี ย ค ล า ส  Alphaproteobacteria  แ ล ะ 

Betaproteobacteria    และตรวจพบว่า Nitrosomonas  europaea และ N. marina  เป็นกลุ่มทีÉสามารถ
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บาํบดัแอมโมเนีย   และมีความเกีÉยวขอ้งกบั Betaproteobacteria  และพบว่าปัจจุบนั N - PD - Bofilms  

มีการใชง้านเพืÉอศึกษาเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 

Ivanovo,  Stabnikova,  Sihanonth  and  Menasveta (2006 : 807-812)  

ศึกษาประชากรของแบคทีเรียกลุ่ม  Ammonia  Oxidizing  Bacteria  (AOB)  จากเมือกชีวภาพทีÉยึด

ติดบริเวณผิวของเปลือกหอยนางรมทีÉใชเ้ป็นตวักลางชีวภาพในระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ า  ดว้ย

เทคนิค  Confocal  Laser  Scanning  Microscopy  และเทคนิค  Fluorescence In  Situ Hybridization 

(FISH)  ดว้ย  Oligonucleotide  Probes  ทีÉจาํเพาะต่อแบคทีเรียทัÊงหมดและ  Nitrosomonas  spp.  ผล

การศึกษาพบว่ามีแบคทีเรียกลุ่ม  AOB  (Nitrosomonas spp.)  ถกูตรึงอยูภ่ายในเมือกชีวภาพ  และมี

แบคทีเรียชนิดอืÉนปกคลุมอยูภ่ายนอก  

Tal,  Watts  and Schreier  (2006 : 2896-2904)  ศึกษาชุมชนแบคทีเรียกลุ่ม

ทีÉเกิดกระบวนการ Anaerobic  Ammonium  Oxidation (ANAMMOX)  ทีÉยดึติดกบัตวักลางชีวภาพ

ในระบบการเพาะเลีÊยงสัตว์นํÊ าเค็มแบบนํÊ าหมุนเวียนดว้ยเทคนิค  DGGE โดยศึกษาจากแหล่ง  

Aerobic  Fixed-Film,  Anaerobic  Fixed-Film  และ  Anaerobic  Sludge Waste   ผลการศึกษาพบว่า

มีแบคทีเรียในไฟลมั Planctomycetales   อยู่ทัÊ ง 3 แหล่ง เมืÉอยนืยนัดว้ยเทคนิค Fluorescence  In  Situ 

Hybridization (FISH)  โดยใช ้Oligonucleotide  probes  ทีÉจาํเพาะต่อแบคทีเรียในกลุ่ม  ANAMMOX  

ก็ให้ผลสอดคลอ้งกนัว่ามีแบคทีเรีย  Planctomycetales   ซึÉ งสอดคลอ้งกับผลการตรวจสอบการใช้

แอมโมเนียทีÉถกูเปลีÉยนเป็นไนไตรท ์

Labbé, Laurin, Juteau, Parent  and Villemur  (2007: 621-630) ศึกษา

โครงสร้างชุมชนจุลินทรียใ์นเมือกชีวภาพทีÉอยูใ่นระบบบาํบดันํÊ าเสียทีÉมีระบบดีไนตริฟิเคชนั    ทีÉมีการเติม

เมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนดว้ยเทคนิค Fluorescence  In  Situ  Hybridization (FISH)  ผลการศึกษา

พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria  (ส่วนใหญ่อยู่ในจีนัส Methylophaga ) ร้อยละ 79 

ของประชากรแบคทีเรียทัÊ งหมด   ส่วน Alphaproteobacteria พบร้อยละ 27-57 รวมทัÊ งจีนัส 

Hyphomicrobium  ทีÉพบร้อยละ 7-8  ตรวจสอบดว้ย  Microautoradiography ร่วมกบั Fluorescence 

In  Situ  Hybridization  (MAR-FISH)  ตรวจสอบแบคทีเรียในกลุ่ม Methylotroph  พบว่าคลาส 

Alphaproteobacteria  สามารถใชเ้มทานอลทีÉติดฉลากดว้ย  C14 แลว้เปลีÉยนเป็นไนเตรทได ้ส่วน

แบคทีเรียจีนัส  Methylophaga  ถึงแมว้่าจะพบเป็นจาํนวนมากแต่ไม่สามารถใชเ้มทานอลในการ

สร้างเซลล ์ 

Xia,  Li,  Wang,  Li  และ  Zhang  (2010 : 370–378)   ทาํการศึกษาองคป์ระกอบ 

และความเปลีÉยนแปลงของประชากรจุลินทรียภ์ายในกระบวนการไนตริฟิเคชนัและกระบวนการ

ดีไนตริฟิเคชนัจากถงัปฏิกิริยาเมือกชีวภาพ  ดว้ยเทคนิค PCR-DGGE  และเทคนิค Fluorescence  In 
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Situ  Hybridization-Flow  Cytometry   (FISH FCM)  ผลการศึกษาพบว่าแบคทีเรียไนตริไฟอิง 

และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  มีความสามารถในการบาํบดัสารประกอบไนโตรเจน  ไดถึ้งร้อยละ 

83.3 และ 90 ตามลาํดับ  และตรวจสอบความหลายหลายของประชากรจุลินทรียใ์นระบบด้วย

เทคนิค PCR-DGGE   พบ กลุ่ม  Ammonia - oxidizing bacteria (AOB)  ซึÉงเป็นสมาชิกในคลาส 

Betaproteobacteria  พบเชืÊอกลุ่ม Nitrosomonas sp. เป็นกลุ่มเด่นในเมือกชีวภาพ  นอกจากนีÊ เทคนิค 

FISH-FCM  พบว่า Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria  และ  Gammaproteobacteria  

คิดเป็นร้อยละ 50 ของเซลลท์ัÊ งหมดในเมือกชีวภาพ  และพบ Nitrosomonas sp.,  Nitrosospira  sp., 

Nitrobacter sp.  และ  Nitrospira  sp.  ประมาณร้อยละ 5-12 ของเซลลท์ัÊงหมด  

Yamashita et al.  (2011 : 578-581) การบาํบดัไนเตรทโดยอาศยัเมือก

ชีวภาพโดยใชเ้พอร์ไลทเ์ป็นตวักลางสาํหรับการยดึเกาะและพฒันาไปเป็นเมือกชีวภาพในสภาวะทีÉ

มีการเติมอากาศตลอดเวลา   ผลการศึกษาพบว่ามีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรท เท่ากบั114.4 

mg·N –kg- perlite/h   ในนํÊ าเสียจากโรงงานผลิตนมและโรงงานทาํปุ๋ย  นอกจากนัÊนยงัใชเ้ทคนิค  Clone  

Library  ในการตรวจสอบโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียจากเมือกชีวภาพ  พบเชืÊอกลุ่ม  Thauera   spp. 

ซึÉงจดัเป็นเชืÊอในกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 

Srinandan,  D’souza,  Srivastava,   Nayak   และ  Nerurkar  (2012 :  292–299)  

ศึกษาแหล่งคาร์บอนทีÉมีอิทธิพลต่อการบาํบดัไนโตรเจน โครงสร้างชุมชนจุลินทรีย ์ และการเกิด

เมือกชีวภาพ  ซึÉ งเป็นการศึกษาในระดบัห้องปฏิบติัการ  ผลการศึกษาพบว่าแหล่งคาร์บอนทีÉมี

ประสิทธิภาพบาํบดัไนเตรทดีทีÉสุดคือ   อะซีเตท  รองลงมาคือ กลูโคส เมทานอล เอทานอล 

และอะซิโตน ตามลาํดบั  โดยสามารถบาํบดัไนเตรทไดเ้กือบร้อยละ 100   และพบว่ามีแอมโมเนีย

และไนไตรทเ์หลือเลก็นอ้ย   นอกจากนัÊนยงัพบ เชืÊอ Pseudomonas  sp. ในถงัปฏิกิริยาทีÉใชก้ลูโคส

และเมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน  และพบเชืÊอ Enterobacter  sp.  และ Methylobacillus  sp.  จาก

ถงัปฏิกิริยาทีÉใชอ้ะซีเตท และ เอทานอล เป็นแหล่งคาร์บอน   และถงัปฏิกิริยาทีÉเกิดเมือกชีวภาพ

เกิดค่อนขา้งสูง  คือ ถงัปฏิกิริยาทีÉใช ้อะซีเตท และ เอทานอล เป็นแหล่งคาร์บอน   รองลงมาคือ 

ถงัปฏิกิริยาทีÉใช ้กลูโคส  และเมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน  ตามลาํดบั 

 

 

 


