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บททีÉ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1 ประชาการและกลุ่มตวัอย่าง กลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิง และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  

3.2 วสัดุและอปุกรณ์ 
3.2.1 การศึกษาทางจุลชีววทิยา 

3.2.1.1 ถงัปฏิกิริยาพลาสติกทรงกระบอก  เสน้ผา่ศนูยก์ลาง 8 นิÊว สูง 12 นิÊว   

3.2.1.2 ถงัปฏิกิริยาพลาสติกทรงกระบอก  เสน้ผา่ศนูยก์ลาง  20.5  นิÊว  สูง 28 . 4 นิÊว   

3.2.1.3 ตูเ้ลีÊยงปลาขนาด 24 x 12 x 15   นิÊว 

3.2.1.4 เครืÉองวิเคราะห์คุณภาพนํÊ า (Spectroquant NOVA 60, Merck Ltd.,   

Germany) 

3.2.1.5 กลอ้งจุลทรรศน์แบบ Epifluorescence (Olympus BX51, Japan) 

3.2.1.6 กลอ้งจุลทรรศน์แบบฉากสว่าง (Olympus CH30, Japan) 

3.2.1.7 กลอ้งถ่ายภาพ CCD (Olympus DP70, Japan) 

3.2.1.8 กลอ้งจุลทรรศนแ์บบ Confocal  Laser  Scanning  Microscopy 

(CLSM)  (Olympus  Fluoview FV300) 

3.2.1.9 กลอ้งจุลทรรศนแ์บบ  Scanning Electron Microscope (SEM) 

(JEOL JSM-5800 LV (SEM5800)) 

3.2.1.10 เครืÉองเขยา่ (JKA Worhs,  Malaysia) 

3.2.1.11 เครืÉองวดัค่า pH (Sartorius,  PP50,  Germany) 

3.2.1.12 เครืÉองชั Éง 2 ตาํแหน่ง  (OHAUS, ARB120, USA) 

3.2.1.13 ตูบ่้มเชืÊอ (WTB Binder, Germany) 

3.2.1. 14 หมอ้นึÉงฆ่าเชืÊอ  

3.2.1. 15 ชุดเครืÉองแกว้ 

3.2.1.16 กระดาษกรองใยแกว้  

3.2.1.17 กระบอกฉีดยา 

3.2.1.18 ไมโครปิเปต 

3.2.1.19 Cadmium-Copper Reduction  Column 

 

 



 32

3.2.1.20 ตวักลางสาํหรับการยึดเกาะของจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ 1) Bioball ทีÉทาํจาก

พลาสติก  ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 1.25 นิÊว และมีปริมาตรทรงกลมประมาณ 24 ซม.  2) แผ่นอวน

ไนลอนชนิดทอไม่มีปมตัดเป็นชิÊนสีÉ เหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊ ว  3) เปลือกหอยนางรมขนาดเฉลีÉย 

1.5x2.5 นิÊว และ 4) หินภูเขาไฟ (Pumice  Rock ) ขนาด 3.5× 3นิÊว 

 

3.3 สารเคม ี 

3.3.1  สารเคมทีางจุลชีววทิยา  

3.3.1.1 Gelatin 

3.3.1.2 Chromium  Potassium  Sulfate 

3.3.1.3 Paraformaldehyde (PFA) 

3.3.1.4 Phosphate  Buffered  Saline (PBA) 

3.3.1.5 Ethanol 

3.3.1.6 DNA probes  

3.3.1.7 Formamide 

3.3.1.8 Sodium  Chloride (NaCl) 

3.3.1.9 Tris HCl 

3.3.1.10 Sodium  Dodecyl  Sulfate (SDS) 

3.3.1.11 Ethylene  Diamine  Tetraacetic  Acid (EDTA) 

3.3.1.12 Mounting  Fluid  (Anti-Fading  Solution) 

3.3.1.13 Diphenylamine  Reagent 

3.3.1.14 Griss-llosray  Reagent 

3.3.1.15 Nessler’s  Reagent  

 

3.4 วธิดีําเนินการเกบ็รวบรวมข้อมูล 

3.4.1 แผนการทดลองภาพรวม 

                                     ศึกษาการเกิดเมือกชีวภาพสาํหรับการบาํบดัไนเตรททีÉสะสมในระบบการ

เพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียน   ซึÉงเป็นการทดลองในระดบัห้องปฏิบติัการ โดยแบ่งแผนการ

ทดลองออกเป็น  1) การออกแบบจาํลองระบบการทดลองแบบกะ (Batch  Culture  System)  และ

ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  Reactor) ในระดับห้องปฏิบติัการ  2) ศึกษาการ
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เปลีÉยนแปลงของโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียควบคู่กับการศึกษาลกัษณะของชัÊนเมือกชีวภาพ 

(Biofilm) บนผวิตวักลางภายในระบบการทดลองแบบกะ (Batch  Culture  System)  และระบบการ

ทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  Reactor)   3) ทดสอบประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรทสะสมใน

ระบบ  ซึÉ งการศึกษาทัÊ งหมดใช้เทคนิค Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) ร่วมกับ 

Denaturing  Gradient  Gel  Electrophoresis  (DGGE)  Technique ศึกษาลกัษณะภายนอกของ

เมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะบนพืÊนผิววสัดุตัวกลางทีÉเหมาะสม  ด้วยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ Confocal  

Laser Scanning  Microscopy (CLSM)  และ กลอ้งจุลทรรศน์แบบ Scanning  Electron  Microscope  

(SEM)  ร่วมดว้ยเทคนิค MPN ตามวิธีขอ้  3.5.5.1.,3.5.5.2 , 3.5.5.3 ,3.5.5.4 และ3.5.5.5    และทาํการ

ตรวจวิเคราะห์คุณภาพนํÊ าทางเคมีเพืÉอติดตามบทบาทหนา้ทีÉของชุมชนจุลินทรียใ์นการบาํบดันํÊ าเสีย

ของระบบ  ตามวิธีขอ้ 3.5.1  

 

3.4.2 กล้าเชืÊอแบคทีเรีย 

                                      นาํกลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากงานวิจัย

ของสุฏภา คีรีรัฐนิคม,  สถาบนัวิจยัการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าชายฝัÉง (NICA), สถานแสดงพนัธุ์สัตวน์ํÊ า

สงขลา (Songkhla  Aquarium )  และจากงานวิจยัของ นุกูล อินทระสังขาและคณะ  นาํตะกอน

จุลินทรียม์าทาํการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ (Semi-Batch  Culture) โดยแต่ละถงัจะเกิดปฏิกิริยาแยกจาก

กนัและเสร็จสิÊนภายในแต่ละถงั     ถงัแรกเป็นถงัเติมอากาศเพืÉอให้เกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนั   

เพืÉอให้เกิดการทาํงานของแบคทีเรียไนตริไฟอิง เรียกว่า  “Single  Tank  NB”    และภายในมี

ตวักลางเพืÉอใชเ้ป็นแหล่งทีÉอยูอ่าศยัของกลุ่มจุลินทรียที์ÉเกีÉยวขอ้ง  มีการเติมอากาศตลอดเวลาเพืÉอให้

ตะกอนเชืÊอแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตและเพิÉมปริมาณไดดี้       ส่วนถงัทีÉสองเป็นถงัแบบไม่เติม

อากาศเพืÉอให้เกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั  โดยอาศยัการทาํงานของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง

เรียกว่า  “Single  Tank  DNB”   และเติมเมทานอลให้กบัถงั “Single  Tank  DNB” เพืÉอเป็นแหล่ง

คาร์บอนใหก้บัแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงเพืÉอใหต้ะกอนเชืÊอสามารถเจริญเติบโต     อตัราส่วนระหว่าง

เมทานอลต่อไนเตรท (Methanol/NO3
- -N; M/N)  ประมาณ 3 (w/w)  เพืÉอให้เพียงพอต่อการรีดิวซ์

ไนเตรทของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  และภายในถงั Single  Tank  DNB     มีตวักลางซึÉงจะอยู่ในถุงตาข่าย 

4 ถุง  (แต่ละถุงจะใส่ตวักลางทีÉแตกต่างกนั)    เพืÉอใชเ้ป็นแหล่งทีÉอยูอ่าศยัของแบคทีเรีย    และแต่ละ

ถงัปฏิกิริยานัÊนจะเติมนํÊ าเสียสงัเคราะห์ ปริมาตร 3 ลิตร  ทีÉระดบัความเค็ม   15 ppt   ทาํการทดลองทีÉ

อุณหภูมิหอ้ง  30±5  องศาเซลเซียส       สาํหรับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีÉไดจ้ากการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ 

(Semi-Batch  Culture) นัÊนจะใชเ้ป็นกลา้เชืÊอในการบาํบดันํÊ าทิÊงทีÉมีไนเตรทสะสมทีÉมีความเค็ม  15 ppt  

ของระบบการทดลองแบบกะ (Batch  Culture  System)  ตามวิธีการขอ้ 3.4.4.1.1 และเก็บตวัอยา่งนํÊ า
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และเมือกชีวภาพทีÉเกาะบนตวักลางจากถงั Single  Tank  NB และถงั Single  Tank  DNB  แลว้มา

วิเคราะห์ตามขอ้ 3.5.1, 3.5.2, 3.5.3, 3.5.5, 3.5.5.4 และ 3.5.5.5     

 

3.4.3 นํÊาเสียสังเคราะห์สําหรับการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงเปลีÉยนถ่ายนํÊา 

3.4.3.1 นํÊ าเสียสงัเคราะห์สาํหรับเพาะเลีÊยงแบคทีเรียไนตริไฟอิง 

                               นํÊ าเสียสงัเคราะห์เรียกว่า Artificial  Saline  Wastewater  (ASW)  มี

ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียม - ไนโตรเจน (NH4
+-N)  ประมาณ  100  มก./ล.  ทีÉระดบัความเค็ม  15  ppt  

(2.5%  NaCl)  (ดอกรัก  ชยัสาร, 2549 : 40)   ดงัแสดงตารางทีÉ 3 

 

ตารางทีÉ  3 นํÊ าเสียสงัเคราะห์ทีÉใชเ้ลีÊยงกลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิง 

 

ส่วนประกอบ ปริมาณ  (ก./ล.) 

(NH4)2SO4 

KH2PO4 

NaHCO3 

MgSO4.7H2O 

NaHPO4.2H2O 

เกลือทะเล  (Sea  Salt)   

Trace  Elements  Solution 1 (มล./ล.) 

0.5 

1 

0.5 

0.2 

2 

15 

1        

 

3.4.3.2 นํÊาเสียสังเคราะห์สําหรับเพาะเลีÊยงกล้าเชืÊอแบคทเีรียดไีนตริไฟองิ 

                           นํÊ าทิÊง  ASW  ทีÉมีความเขม้ขน้ของ  NO3
--N  ประมาณ 100 มก./ล.   

โดยมีการเติมเมทานอลเพืÉอเป็นแหล่งคาร์บอนสาํหรับแบคทีเรีย     ซึÉงมีอตัราส่วนระหว่างเมทานอล

ต่อไนเตรท (Methanol/NO3-N; M/N)  ประมาณ  3  (นํÊ าหนัก/นํÊ าหนัก)  ทีÉระดบัความเค็ม  15 ppt  

(เกยรู คาํคง, 2550 : 40) ดงัแสดงตารางทีÉ  4 
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ตารางทีÉ 4 นํÊ าเสียสงัเคราะห์ทีÉใชเ้ลีÊยงกลา้เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 

 

ส่วนประกอบ ปริมาณ  (ก./ล.)    

KH2PO4 

KNO3 

NaHCO3 

เกลือทะเล  (Sea  Salt)   

Methanol  (ml/l) 

Trace  Elements  Solution 2 (มล./ล.)  

1.5 

1.442 

1 

15 

2.7  

1   

 

3.4.3.3 สารละลาย Trace elements  

                                      สารละลาย  Trace  Elements  ดดัแปลงจาก  Liu, Jiang, Wan and 

Qu (2009 : 23-28)  และ Labbé, Parent and Villemur  (2003 : 914-920)  ดงัแสดงตารางทีÉ 5 

 

ตารางทีÉ 5 องคป์ระกอบของสารละลาย Trace Elements 

 

Components Trace  Elements  Solution 1  

(ก./ล.)    

Trace  Elements  Solution 2  

(ก./ล.)    

FeSO4.7H2O 

ZnSO4.7H2O 

CuSO4.5H2O 

MnSO4.H2O 

NaMoO4.2H2O 

1.882 

0.043 

0.043 

0.539 

0.500 

0.911 

- 

- 

0.239 

- 

 

3.4.4 การศึกษาปัญหาไนเตรทสะสมจากการเลีÊยงสัตว์นํÊาด้วยระบบนํÊาหมุนเวยีน  

3.4.4.1  ตดิตัÊงระบบการทดลองแบบจาํลอง 

                                         แบบจําลองของระบบการทดลองเพืÉอแก้ปัญหาของไนเตรท

สะสมนัÊนในการทดลองครัÊ งนีÊ จะจาํลองสถานการณ์ของไนเตรทสะสม    โดยการดาํเนินการติดตัÊ ง
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ระบบการทดลอง 2 ชุดดว้ยกนัคือ ชุดการทดลองทีÉ 1 เป็นการทดลองระบบแบบกะ (Batch  Culture  

System)  เป็นการศึกษาเปรียบเทียบตวักลาง  (Substrate)    เพื Éอดูประสิทธิภาพการเกิด

กระบวนการดีไนตริฟิเคชนัจากเมือกชีวภาพ   (Biofilm)   ทีÉเกิดจากของแบคทีเรียกลุ่มดีไนตริไฟอิง  

และชุดการทดลองชุดทีÉ  2  เป็นการทดลองระบบแบบต่อเนืÉอง (Continuous  Reactor)   ซึÉงเป็นระบบทีÉ

มีการจาํลองสภาพของระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียนทีÉเกิดปัญหาไนเตรทสะสม  

เพืÉอศึกษาและแกปั้ญหาของไนเตรทสะสม   โดยดาํเนินการทดลองดงันีÊ  

 

3.4.4.1.1 แผนผงัระบบการทดลองแบบกะ(Batch  Culture  System)  

ทีÉใช้ในการศึกษา 

                                                          ระบบการทดลองแบบกะทีÉทาํการศึกษาตวักลางสาํหรับการ

ยดึเกาะของจุลินทรียต่์อการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั    และเป็นระบบทีÉดาํเนินการทดลองต่อจาก

การเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ (Semi-Batch  Culture)    แต่ในระบบแบบกะจะมีการแยกถุงตวักลางแต่ละชนิด

นาํไปใส่ในแต่ละถงัปฏิกิริยา    แต่ละถงัปฏิกิริยาจะมีการทาํอยา่งละ 2 ซํÊ า    ประกอบดว้ย 5 ถงัปฏิกิริยา 

คือ ถงัปฏิกิริยาทีÉ 1  ถุงตวักลางใส่ Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 1.25 นิÊว, 

ถงัปฏิกิริยาทีÉ 2  ถุงตวักลางใส่เปลือกหอยนางรม ขนาดเฉลีÉย 1.5x2.5 นิÊว,  ถงัปฏิกิริยาทีÉ 3  ถุงตวักลาง

ใส่แผน่อวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว, ถงัปฏิกิริยาทีÉ  4  ถุงตวักลางใส่

หินภูเขาไฟ  (Pumice  Rock )  และถงัปฏิกิริยาทีÉ 5  เป็นถงัปฏิกิริยาควบคุม  (ไม่มีการใส่ถุงตัวกลาง )  

โดยแต่ละถุงตวักลางนัÊนจะตอ้งมีปริมาณของตวักลางภายในถุงเท่ากนั (ซึÉงแต่ละถุงจะบรรจุตวักลาง

ประมาณ 10 -13 ชิÊน/ถุง)     และแต่ละถงัปฏิกิริยานัÊนจะเติมนํÊ าเสียสงัเคราะห์ ปริมาตร  3  ลิตร     และ

เติมตะกอนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีÉไดจ้ากขอ้ 3.4.2 ปริมาตร  200  มิลลิลิตร  และเติมเมทานอลเพืÉอ

เป็นแหล่งคาร์บอนให้กับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง    อตัราส่วนระหว่างเมทานอลต่อไนเตรท 

(Methanol/NO3
- -N; M/N)  ประมาณ  3 (w/w)   เพืÉอใหเ้พียงพอต่อการรีดิวซไ์นเตรทของแบคทีเรีย

ดีไนตริไฟอิง      โดยแต่ละถังปฏิกิริยานัÊ นจะมีการกวนผสมภายใต้กระบวนการผลิตแบบกะ 

โดยใช้การกวนทางกลแบบใช้มือ  เพืÉอเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชันอย่างสมบูรณ์   โดย

การทดลองนีÊ ไม่มีการให้อากาศตลอดการทดลอง  และทาํการคัดเลือกชุดทดลองถงัปฏิกิริยาทีÉ

เหมาะสมจาก 5 ชุดการทดลองเพืÉอนาํไปทดลองต่อในระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง โดยทาํการ

ติดตามการเปลีÉยนแปลงดว้ยการวิเคราะห์ตามวิธีขอ้ 3.5 (ภาพทีÉ 6 ) 
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            ภาพทีÉ 6 ระบบการทดลองแบบกะ (Batch  Reactor)  

 

3.4.4.1.2 แผนผังระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  

Reactor) ทีÉใช้ในการศึกษา 

                                                      ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง  (Continuous   Reactor)   

ทีÉใชเ้พืÉอศึกษาการเปลีÉยนแปลงของไนเตรทภายในระบบ       และเป็นระบบทีÉดาํเนินการทดลองต่อ

จากระบบทดลองแบบกะ    โดยระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง    มีการแบ่งออกเป็น  2  ชุดการทดลอง  

(ภาพทีÉ 7 )  ดงันีÊ  

ชุดการทดลองทีÉ  1     การทดลองระบบทีÉมีการเติมนํÊ าทิÊงสงัเคราะห์เพียงอยา่งเดียว  

ชุดการทดลองทีÉ  2     การทดลองระบบทีÉมีการเลีÊยงปลาทบัทิม ในความหนาแน่น 15 ตวั/ตู ้                            

โดยมีรายละเอียดของการทดลองดงันีÊ   

                    ตวัระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองประกอบดว้ย 5 ส่วน คือ 

1)  ตูป้ลาขนาด 24 x 12 x 15 นิÊว,  2)  ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลาง ( Bioball  เพืÉอใหแ้บคทีเรียไนตริไฟอิง

ยึดเกาะอาศยั)    3) ปัËมเติมอากาศ   และ  4) ถงัปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนั  (ภาพทีÉ 7)  เมืÉอทาํการติดตัÊ ง

ระบบเรียบร้อยแลว้กจ็ะเติมนํÊ าทะเลเทียมปริมาตร 108 ลิตร   ลงในตูป้ลา  และเติมนํÊ าเสียสังเคราะห์ใน

ถงัปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนัทีÉบรรจุตวักลาง ปริมาตร  97 ลิตร  โดยจะทาํการเติมทัÊ ง 2 ชุดการทดลอง   

ซึÉงในการดาํเนินระบบจะมีอตัราการหมุนเวียนนํÊ า 1.08 ลิตร/นาที  จากนัÊนเติมกลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิง

จากขอ้ 3.4.2 และ กลา้เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีÉได้จากระบบการทดลองแบบกะ (Batch Culture  

System)  จากขอ้ 3.4.4.1.1  ปริมาตร อยา่งละ 2 -3 ลิตร และเติมเมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนให้กบักลา้

เชืÊอแบคทีเรียทีÉอยูใ่นถงัปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนัทีÉบรรจุตวักลาง  โดยการทดลองนีÊ มีการให้อากาศเขา้ตู ้

ปลาและถงัปฎิกิริยาไนเตริฟิเคชนัตลอดการทดลอง    และทาํการติดตามการเปลีÉยนแปลงของไนเตรท

สะสมในระบบการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าแบบจาํลองภายหอ้งปฏิบติัตามวิธีขอ้ 3.5  

ถุงตวักลาง 
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ชุดการทดลองใส่ปลาทบัทิม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 7  แผนผงัการทดลองระบบแบบต่อเนืÉอง  เพืÉอเปรียบเทียบระหว่างชุดการทดลองทีÉมีการใส่

ปลาทบัทิมกบัชุดทีÉมีการเติมนํÊ าทิÊงสังเคราะห์เพืÉอติดตามการเปลีÉยนแปลงของไนเตรท

สะสมในระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ า ทีÉทาํการศึกษาประกอบดว้ย 5 ส่วนคือ  (1) ตูป้ลา  

(2) ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลาง (3)  ปัËมเติมอากาศ  (4) ถงัปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนั  และ 

(5) ปัËม  จุด (X)  แสดงจุดเก็บตวัอยา่งเมือกชีวภาพทีÉนาํไปตรวจสอบโครงสร้างแบคทีเรีย

และตรวจสอบความหลากหลายของแบคทีเรียด้วยเทคนิค FISH และเทคนิค DGGE 

ควบคู่กบัตรวจสอบลกัษณะของชัÊนเมือกดว้ยเทคนิค CLSM การนับปริมาณจุลินทรียใ์น

ตวัอยา่งเมือกชีวภาพ และ แสดงพืÊนทีÉจุดเก็บตวัอยา่งนํÊ าเพืÉอวิเคราะห์คุณภาพนํÊ าทางเคมี 

 

3.5   วธิีการวเิคราะห์ข้อมูล 

3.5.1 การศึกษาประสิทธิภาพของการบําบดัไนเตรทด้วยการตรวจวเิคราะห์

คุณภาพนํÊา 

                                หาปริมาณแอมโมเนียและไนไตรทโดยใชชุ้ดทดสอบสาํเร็จรูป Ammonium  Test   

และ  Nitrite  Test  ทีÉใชร่้วมกบัเครืÉอง  Spectroquant  NOVA 60  (Merck Ltd., Germany) วิเคราะห์

ชุดทีÉมีการเติมนํÊ าทิÊงสงัเคราะห์ 

 

X

X



 39

หาปริมาณไนเตรทดว้ยวิธีการรีดิวซด์ว้ยแคดเมียม - คอปเปอร์  (Cadmium  Copper reduction  Method) 

ร่วมกบัการใชชุ้ดทดสอบสาํเร็จรูป Nitrite test ทีÉใชร่้วมกบั Spectroquant NOVA 60 (Merck Ltd Co, 

Germany)  ตามกรรมวิธีดดัแปลงของนิแอ นิฮะ, พีระศกัดิÍ  ศิริวฒัน,์ สมพงศ ์โอทอง, นพดล   ศุกระกาญน ์

และ นุกลู อินทระสงัขา  (2547 : 113-121)   

 

3.5.2  การวเิคราะห์อตัราการเกดิดไีนตริฟิเคชัน (Denitrification  Rate: DNR)   

                                      วิเคราะห์อตัราดีไนตริฟิเคชนั โดยลา้งตะกอนจุลินทรียด์้วยนํÊ ากลั Éน แลว้

นาํมาปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 10,000  rpm  เป็นเวลา 5 นาที  จาํนวน 3 รอบ และผสมแร่ธาตุต่างๆ ตาม

ลกัษณะนํÊ าเสียสังเคราะห์  (ตารางทีÉ 4)  ทีÉปราศจากการเติม  KNO3  เป่าก๊าซไนโตรเจนเพืÉอไล่

ออกซิเจนออกจากนํÊ าซึÉงปรับค่าพีเอชใหอ้ยูใ่นช่วง  7.5 + 0.2  เติม  KNO3  ให้มีความเขม้ขน้ประมาณ  

20  มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร  วิเคราะห์หาปริมาณไนเตรท  คาํนวณอตัราการเกิดดีไนตริฟิเคชนั  

(Denitrification Rate, DNR)  จากอตัราการใชไ้นเตรท  (Nitrate  Utilization  Rate: NUR)  โดยคาํนวณ

จากสมการทีÉ  3 

NUR   = (N1 – N2) / (t2 – t1) ณ อุณหภูมิ T องศาเซลเซียส                           สมการทีÉ  3 
 

โดยทีÉ 

 NUR =  Nitrate  Uptake  Rate  (มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร-ชั Éวโมง) 

 N1 =  ไนเตรทไนโตรเจนทีÉเวลา  t1  (มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 

 N2 =  ไนเตรทไนโตรเจนทีÉเวลา  t2  (มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 

t1, t2 =  เวลาใดๆ ณ การทดลอง  (ชั Éวโมง) 

ทีÉมา: ธงชยั พรรณสวสัดิÍ  (2545 : 611) 

 

3.5.3 ประสิทธิภาพการบําบดั  (Removal  Efficiency) 

                                     ประสิทธิภาพการบาํบดัในระบบ    สามารถคาํนวณไดจ้ากความแตกต่าง

ระหว่างคุณภาพนํÊ าทีÉเขา้ และออกจากระบบบาํบดั  ตามสมการทีÉ 4 

  Removal  Efficiency  (%)  =  {(N)in - (N)out }/(N)in x 100                     สมการทีÉ  4                 

โดยทีÉ    

(N)  =  ความเขม้ขน้ของสารหรือค่าของตวัแปรทีÉสนใจ 

               in  =  ความเขม้ขน้ของสารทีÉไหลเขา้สู่ระบบ 

      out =  ความเขม้ขน้ของสารทีÉไหลออกจากระบบ 

ทีÉมา: จามรี รักษบ์างแหลม และพุทธ ส่องแสงจินดา (2548:1-16) 
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3.5.4 การหาปริมาณของแขง็แขวนลอยระเหยง่าย  (Volatile  Suspended  Solids,  VSS) 

                     หาปริมาณของแข็งแขวนลอยระเหยง่าย  โดยการนาํตะกอนทีÉกรองไดจ้าก

การทดสอบหาค่าของแข็งแขวนลอย   นาํไปอบทีÉอุณหภูมิ 550 องซาเซลเซียส ประมาณ 1-2 ชั Éวโมง  

จากนัÊนนาํมาหาค่านํÊ าหนกัทีÉหายไปซึÉงนัÊนกคื็อค่าของแข็งแขวนลอยระเหยง่าย (Volatile  Suspended  Solids 

, VSS)   ตามวิธีมาตรฐาน  (APHA. 1992 :1-46 ) 

 

3.5.5  การศึกษาลกัษณะทางจุลชีววทิยา       

3.5.5.1 การนับจาํนวนแบคทีเรียด้วยเทคนิค MPN แบบ Microtechnique  

3.5.5.1.1  การนับจาํนวนแบคทีเรียไนตริไฟองิ    

                                                     เก็บตวัอย่างเมือกชีวภาพจากการเพาะเลีÊยงแบคทีเรียใน

ระบบการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ  และระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  Reactor)  ดว้ย

วิธีการขดูและเขยา่จากเมือกชีวภาพทีÉเกิดบนพืÊนผิวตวักลาง  แลว้นับจาํนวนแบคทีเรียไนตริไฟอิง

ในถงับรรจุตวักลางชีวภาพในระบบการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ และระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง 

ดว้ยเทคนิคเอ็มพีเอ็นแบบไมโครเทคนิค (Rowe,  Todd  and  Waide.  1977 : 675-680)  ใชอ้าหาร 

Watson’s Mmedium (Jones and Hood. 1980 : 339-347)  สาํหรับแบคทีเรียกลุ่ม AOB และส่วน

แบคทีเรียกลุ่ม  NOB ใชอ้าหาร Alexander and Clark’s Medium (Alexander and Clark. 1965 : 

1477-1483)  โดยเติมอาหารลงใน Microtiter  Plate ทัÊ ง 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร เจือจาง

ตวัอย่าง 5  มิลลิลิตร  ในนํÊ าทะเลสังเคราะห์ 45 มิลลิลิตร  แลว้ดูดใส่ใน Microtiter  Plates ทีÉเติม

อาหารแลว้แถว A ถึง H หลุมๆละ 100 ไมโครลิตร เจือจางตวัอยา่ง 2 เท่าจากแถว A1 ไปจนถึง A12 

และทาํเช่นเดียวกนัในแถว B-H ปิดผนึกฝาดว้ยพาราฟิลม์แลว้นาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 21 วนั แบคทีเรียกลุ่ม AOB ทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนียเป็นไนไตรท์ด้วย

สารละลาย Diphenylamine ส่วนแบคทีเรียกลุ่ม  NOB  ทดสอบการออกซิไดส์ไนไตรทเ์ป็นไนเตรท

ดว้ยสารละลาย Griess-llosvay’s การบนัทึกค่าให้แถวทีÉมีหลุมผลบวกครบทัÊงแถว A  ถึง  H  ทีÉมี

ความเจือจางน้อยทีÉสุดเป็น P1 แถวถดัไปเป็น P2 และ P3 ตามลาํดบั นาํค่าเทียบกบัตารางเพืÉอ

คาํนวณหาค่าเอม็พีเอน็  
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3.5.5.1.2 การนบัจาํนวนแบคทีเรียดีไนตริไฟองิ  

                                                    เก็บตวัอย่างเมือกชีวภาพจากการเพาะเลีÊยงแบคทีเรียใน

ระบบการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ  ระบบการทดลองแบบกะ (Batch  Culture  System)  และระบบการ

ทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  Reactor) ดว้ยวิธีวิธีการขูดและเขย่าจากเมือกชีวภาพทีÉเกิดบน

พืÊนผวิตวักลาง  แลว้นบัจาํนวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงกลุ่ม  NRB  และ  DB   ในถงัปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนั

ในระบบการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ  ระบบการทดลองแบบกะ  และระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง 

ดว้ยเทคนิคเอม็พีเอน็แบบไมโครเทคนิคโดยดดัแปลงจากวิธีการของ Soto et al. (2002 : 1173-1176)

โดยใชอ้าหาร Saline  DB  ทาํเช่นเดียวกบัการนับจาํนวนแบคทีเรียไนตริไฟอิง แต่ใชร้ะยะเวลาใน

การบ่มเพียง 14 วนั ตรวจผลการเหลืออยูข่องไนไตรทแ์ละไนเตรทดว้ยสารละลาย  Griess-Ilosvay’s 

reagent (Alexander and Clark.  1965 : 1477-1483)  และสารละลาย Morgan  

 

3.5.5.2 ตรวจสอบดูลักษณะของเมือกชีวภาพ (Biofilm) ทีÉ เกาะบนผิว

ตวักลางด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ Confocal  Laser  Scanning  Microscopy  (CLSM) 

                                      เก็บตัวอย่างเมือกชีวภาพจากระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง 

(Continuous  reactor ) ซึÉงภายในถงัปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชนัจะบรรจุตวักลางเพืÉอเป็นตวักลางให้เกิด

เมือกชีวภาพซึÉงจะทาํการเก็บในเวลาต่างกนั     การเก็บตวัอยา่งมาตรวจดูลกัษะของเมือกชีวภาพเมืÉอ

สิÊนสุดการทดลองในระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  Reactor )  โดยการนาํตวัอย่างเมือก

ชีวภาพเกาะบนผวิตวักลางมาแช่ในนํÊ ายาบูแอง (Bouin’s  Fluid) เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง   จึงเปลีÉยนมาเป็น

แอลกอฮอล ์70 % ก่อนนาํไปผ่านขัÊนตอนการดึงนํÊ าออก (Dehydration) และฝังตวัอย่าง (Embedding)   

ก่อนทีÉจะตดัเนืÊอเยืÉอใหมี้ความหนาประมาณ 5-7 ไมโครเมตร  เตรียมเป็นสไลด ์     จากนัÊนก็นาํไปทาํ

ตามขัÊนตอนของเทคนิค FISH  แลว้ส่งตวัอยา่งไปตรวจสอบดูลกัษณะของเมือกชีวภาพทีÉเกาะบนผวิ

ตวักลาง  ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ Confocal  Laser  Scanning  Microscopy (CLSM)  ทีÉความยาว

คลืÉน 488 nm (Argon LASER) และ543 nm (He-Ne LASER)   ณ   ศูนยเ์ครืÉองมือวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์   

 

3.5.5.3  ตรวจสอบลกัษณะของโครงสร้างพืÊนผวิภายนอกของเมือกชีวภาพ

ทีÉเกาะบนผวิตวักลาง (Biofilm) ทีÉเกาะบนผวิตวักลางด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ SEM  

             เก็บตัวอย่างเมือกชีวภาพจากระบบการทดลองแบบกะ (Batch  

Culture  System)  จากถงัปฏิกิริยาทีÉเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัดีทีÉสุด  โดยเก็บตวัอย่างในเวลา
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ทีÉแตกต่างกนั  เพืÉอนาํมาตรวจดูลกัษณะของโครงสร้างทางพืÊนผวิภายนอกของเมือกชีวภาพ  โดยใช้

วิธีการขดูและเขยา่จากตวักลาง แลว้นาํตวัอย่างมาตรึงดว้ยสารละลาย  4%  Glutaraldehyde ใน 0.5 ml   

(Al-bayaty, Taiyeb-ali, Abdulla  and Hashim. 2010 : 1525-1531 )  แลว้ส่งตวัอย่างไปตรวจสอบ

ลกัษณะของโครงสร้างพืÊนผวิภายนอกของเมือกชีวภาพทีÉเกาะบนผวิตวักลาง ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์แบบ 

Scanning  Electron  Microscope (SEM)  ณ  ศนูยเ์ครืÉองมือวิทยาศาสตร์มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์   

 

3.5.5.4  การศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียภายในเมือกชีวภาพด้วย

เทคนิค FISH 

                                              ศึกษาการเปลีÉยนแปลงโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียภายในเมือก

ชีวภาพดว้ยเทคนิค FISH  โดยอาศยัขอ้มูลจากโอลิโกนิวคลีโอไทด์  ซึÉงเป็นสายดีเอ็นเอโพรบทีÉมี

ลาํดบัเบสเจาะจงกบักลุ่มหรือชนิดของจุลินทรียซึ์Éงติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง  โดยดีเอ็นเอโพรบจะ

มีความจาํเพาะกบัแบคทีเรียในแต่ละกลุ่มตัÊงแต่โดเมนไปจนถึงระดบัสปีชีส์ มีวิธีการทีÉดดัแปลงจาก

วิธีของ Amann, Ludwing  and Schleifer (1995 : 143-169) ดงันีÊ  

3.5.5.4.1การเคลือบสไลด ์(Treatment  of  Slides) 

                                                    ลา้งสไลด์ (Teflon-Coated  Slides) เคลือบเทฟลอน 

(Teflon Slide) ดว้ยการตม้ใน  Teepol ประมาณ 1 ชั Éวโมง แลว้ลา้งดว้ยนํÊ ากลั Éนให้สะอาดทิÊงให้แหง้   

เคลือบดว้ยสารละลายเจลาตินร้อยละ 1 และโครเมียมโพแทสเซียมซลัเฟต ร้อยละ 0.1 และทิÊงให้

แหง้  

3.5.5.4.2 การเตรียมตวัอยา่งเมือกจุลินทรียใ์หค้งสภาพ (Sample 

Fixation) 

                                                     โดยแบ่งตวัอย่างออกเป็น  2  ส่วนเพืÉอตรึงแบคทีเรียแก

รมบวกและแกรมลบ  โดยนาํตวัอย่าง 2 มล. ปัÉนตกตะกอน 1,000×g  ลา้งเซลลด์้วย Phosphate  

Buffered  Saline  (PBA) สาํหรับแบคทีเรียแกรมลบแช่ใน Para  Formaldehyde  (PFA) ร้อยละ 4 

(ใน PBS) ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1-3 ชม. ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกแช่ใน เอทานอล 

ร้อยละ 50  เป็นเวลา 4-16 ชม. แลว้ลา้งเซลลอ์อกดว้ย PBS แลว้เก็บไวใ้นเอทานอล/ PBS อตัราส่วน 

1:1 ทีÉอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

3.5.5.4.3 การดึงนํÊ าออกจากตวัอยา่ง (Dehydration) 

                                                     นาํตะกอนจุลินทรียป์ระมาณ 1-5 ไมโครลิตร  กระจายลง

บนสไลด์ขาด 10 หลุม ดึงนํÊ าออกจากเซลล์ ดว้ยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50, 80 และ100 

ตามลาํดบั ความเขม้ขน้ละ 3 นาที 
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3.5.5.4.4 การเติมดีเอน็เอโพรบ (Probe  Hybridization) 

                                                 ทาํการ Hybridization ดว้ยดีเอ็นเอโพรบความเขม้ขน้ 5 

นาโนกรัม/ไมโครลิตร ใน Probe  Hybridization  Buffer ( NaCl 0.9 M, Tris/HCl 20 mM, SDS 0.01 %, 

Formamide) ทีÉอุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 2 ชม.  

3.5.5.4.5 การลา้ง (Washing) 

                                                ลา้งดว้ย Wash  Buffer  (Tris/HCl 20 mM, SDS 0.01 %, 

NaCl)  ทีÉอุณหภูมิ  48  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  และลา้งดว้ยนํÊ ากลั ÉนปราศจากเชืÊอ จาํนวน 1 ครัÊ ง 

แลว้ทาํใหแ้หง้ดว้ยเครืÉองเป่าผม (Hair  Dryer) 

3.5.5.4.5 การตรวจสอบ (Detection)  

                                                 ย ้อมสไลด์   (Mounting  Slides)   ด้วย Anti-Fading  

Solution  โดยหยดกระจายทั Éวสไลด ์   วาง  Cover  slips  ปิดทบัโดยไม่ให้เกิดฟองอากาศ     นาํไป

ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์แบบ Epifluorescence  (Olympus BX51, Japan) ถ่ายภาพดว้ยกลอ้ง

ถ่ายภาพแบบ CCD (Olympus DP50, Japan) และโปรแกรมบนัทึกภาพ Viewfinder Lite (Olympus, 

Japan) นับจาํนวนแบคทีเรียโดยใชโ้ปรแกรม Image Tool 3.0 (University  of  Texas  Health  

Science Center  at  San  Antonio, USA)   โดยนับจาํนวนแบคทีเรียทีÉติดดีเอ็นเอโพรบ  ALF1b, 

BET42a  และ  GAM42a  เพืÉอตรวจสอบแบคทีเรียในไฟลมั  Proteobacteria  เปรียบเทียบกับ

จาํนวนแบคทีเรียทีÉติดโพรบสาํหรับแบคทีเรียทัÊงหมด  คาํนวณค่าสดัส่วนต่อแบคทีเรียทัÊงหมดโดยมี

ค่าเป็นร้อยละ  ส่วนดีเอน็เอโพรบทีÉจาํเพาะต่อกลุ่มแบคทีเรียไนตริไฟอิง  และแบคทีเรียดีไนตริไฟ

อิง  และไฟลมัอืÉนๆ คาํนวณในลกัษณะเดียวกนั 

 

 



 
 

 

ตารางทีÉ  6 ดีเอน็เอโพรบทีÉจาํเพาะต่อกลุ่มแบคทีเรียระดบัโดเมน ไฟลมั และคลาสทีÉใชใ้นการศึกษา 

PROBES %FA** PROBES  SEQUENCE  (5’-3’) SPECIFICITY REFERENCES 

EUB338* 

EUB338-II* 

EUB338-III* 

ALF1b 

BET42a 

GAM42a 

0-50 

0-50 

0-50 

35 

35 

35 

GCTGCCTCCCGTAGGAGT 

GCAGCCACCCGTAGGAGT 

GCTGCCACCCGTAGGAGT 

CGTTCGYTCTGAGCCAG 

GCCTTCCCACTTCGTTT 

GCCTTCCCACATCGTTT 

Most Bacteria 

Planctomycetales 

Verrucomicrobiales 

Alphaproteobacteria, some Deltaproteobacteria, Spirochaetales 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Amann et al. 1990 

Daims. 2001 

Daims. 2001 

Manz et al. 1992 

Manz et al. 1992 

Manz et al. 1992 

หมายเหตุ * ใช ้EUB338, EUB338-II และ EUB338-III รวมกนัในสดัส่วนเท่ากนัสาํหรับตรวจสอบแบคทีเรียทัÊงหมดเรียกว่า EUBmixed  และ  LGC354A, 

LGC354B และ LGC354C  รวมกนัในสดัส่วนเท่ากนัสาํหรับตรวจสอบแบคทีเรียทัÊงหมดเรียกว่า LGC354mixed  **ความเขม้ขน้ของ Formamide 

สาํหรับ Hybridization  buffer 

 

ตารางทีÉ  7  ดีเอน็เอโพรบทีÉจาํเพาะต่อกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 

หมายเหตุ**ความเขม้ขน้ของ Formamide สาํหรับ Hybridization 

PROBES %FA** PROBES  SEQUENCE  (5’-3’) SPECIFICITY  REFERENCES   

MPH730 

MPHm 944 

25 

45 

CAGTAATGGCCCAGTGAGTCG 

CC 

Methylophaga spp. 

Methylophaga marina 

Janvier et al. 2003 

Janvier et al. 2003 

   

44 
 



 
 

 

 


