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บททีÉ  4 

ผลการวิจัย 

 

การศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรียใ์นเมือกชีวภาพของระบบการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าแบบ

นํÊ าหมุนเวียนทีÉมีปัญหาไนเตรทสะสม    เริÉ มตน้จากการติดตัÊ งถงัปฏิกิริยาแบบกึÉงกะ (Semi-Batch  

Culture)       สาํหรับการเพาะเลีÊยงกลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระดบั

ห้องปฏิบัติการ    โดยทําการ เก็บรวบรวมกล้าเ ชืÊ อจากงา นวิจัยทีÉผ่านมาของหน่วยวิจัย

เทคโนโลยชีีวภาพการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ า มหาวิทยาลยัทกัษิณ    โดยติดตามศึกษาความสัมพนัธ์ของ

การเปลีÉยนแปลงจุลินทรียโ์ดยเฉพาะกลุ่มแบคทีเรียในเมือกชีวภาพกบัประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรท

ภายในระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าในแต่ละช่วงเวลา   โดยใชเ้ทคนิค  FISH  ร่วมกบัเทคนิค DGGE     

ควบคู่กบัการศึกษาลกัษณะภายนอกของเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะบนพืÊนผิววสัดุตวักลางทีÉเหมาะสม  

ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ  CLSM  และ กลอ้งจุลทรรศน์แบบ  SEM  ร่วมดว้ยเทคนิค  MPN  

แบบไมโครเทคนิค   และตรวจวิเคราะห์คุณภาพนํÊ าทางเคมี เพืÉอศึกษาบทบาทและหน้าทีÉของกลา้

เชืÊอจุลินทรียใ์นการควบคุมคุณภาพนํÊ าในระบบการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียนโดยเน้นการ

เกิดปัญหาไนเตรทสะสมในระบบ  โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ  

 

4.1 การเพาะกล้าเชืÊอแบคทีเรียสําหรับแก้ปัญหาไนเตรทสะสมจากระบบการเพาะเลีÊยง

สัตว์นํÊาแบบนํÊาหมุนเวยีนในระดับห้องปฏิบัตกิาร 

4.1.1 การศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดไนโตรเจน 

นาํกลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง   จากงานวิจยัทีÉ

ผา่นมา  และจากระบบบาํบดันํÊ าทิÊงทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าชายฝัÉงของนุกูล  อินทระสังขา

และคณะ (2550)  สถาบนัวิจยัการเพาะเลีÊยงสัตว์นํÊ าชายฝัÉง (NICA)  และสถานแสดงพนัธุ์สัตว์นํÊ า

สงขลา (Songkhla  Aquarium ) มาติดตัÊ งและเพาะขยายกลา้เชืÊอแบบกึÉงกะในระดบัห้องปฏิบติัการ ทีÉ

ระดับความเค็ม 15 ppt  โดยไดท้าํการเพาะเลีÊ ยงเป็นระยะเวลา 105 วนั  โดยมีรายละเอียดของผล

การศึกษาดงันีÊ  

จากการตรวจสอบคุณภาพทางเคมีภายในถงั  Single  Tank  NB   ซึÉงเป็น

ระบบทีÉต้องการเพิÉมขยายกลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิง พบว่าในช่วงแรกปริมาณความเขม้ข้น

แอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH4-N)  มีปริมาณเฉลีÉย 3 มก./ล.  และลดลงเหลือปริมาณเฉลีÉย 0.10 มก./ล. 
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โดยใชเ้วลาประมาณ 21 วนั  และเมืÉอเชืÊอแบคทีเรียปรับสภาพให้เขา้กบัการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ 

พบว่ามีปริมาณความเขม้ขน้แอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH4-N) ทีÉเติมลงไปในถงั  Single  Tank  NB   

มีการลดลงจากความเขม้ขน้เฉลีÉย 3 มก./ล. และลดลงเหลือปริมาณเฉลีÉย 0.06 มก./ล. โดยใช้เวลา

ประมาณ  7 วนั  และมีรูปแบบการลดลงตามระยะเวลาทีÉเติมนํÊ าทิÊ งเข้าไปใหม่ และภายในระบบมี

ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ (Hydraulic  Retention  Time  : HRT)  เท่ากบั 9.3วนั (ภาพทีÉ 8)    

ส่วนในถงั  Single  Tank  DNB ซึÉงเป็นระบบทีÉตอ้งการเพาะขยายกลา้

เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง    พบว่าในช่วงแรกมีปริมาณความเขม้ขน้ไนเตรท-ไนโตรเจน (NO3-N) 

เริÉมตน้มีปริมาณเฉลีÉย 90.96 มก./ล.  และลดลงเหลือปริมาณเฉลีÉย 0.02  มก./ล. โดยใชเ้วลาประมาณ 

21 วนั  และเมืÉอเชืÊอแบคทีเรียสามารถปรับสภาพใหเ้ขา้กบัการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ พบว่ามีปริมาณ

ความเขม้ขน้ไนเตรท-ไนโตรเจน (NO3-N)  ทีÉเติมลงไปในถงั  Single  Tank DNB มีการลด

ปริมาณลงจากความเขม้ขน้เฉลีÉยทีÉประมาณ 90.83 มก./ล. และลดลงเหลือนอ้ยกว่าปริมาณเฉลีÉย 0.02  

มก./ล.  ภายในระยะเวลา 7 วนั และมีรูปแบบการลดลงตามระยะเวลาทีÉเติมนํÊ าทิÊงสังเคราะห์เขา้ไป

ใหม่   และภายในระบบมีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ (Hydraulic  Retention  Time  : HRT) เท่ากบั 

9.3 วนั (ภาพทีÉ 9 )   
 

ภาพทีÉ 8 การติดตามประสิทธิภาพการบาํบดัแอมโมเนียในถงั Single  Tank  NB (ระดบัความเค็ม 15  ppt)  

ลกูศร  ()  แสดงจุดเก็บตวัอยา่งมาศึกษาแบคทีเรียดว้ยเทคนิค FISH  (F1, F2,  F3 และ F4 ) 
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ภาพทีÉ 9 การติดตามประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรทในถงั Single  Tank  DNB (ระดบัความเค็ม 15 ppt)   

ลกูศร (  ) แสดงจุดเก็บตวัอยา่งมาศึกษาแบคทีเรียดว้ยเทคนิค FISH (F1, F2, F3และ F4 ) 

 

4.1.2 การศึกษาทางจุลชีววทิยาของเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะบนผวิตวักลาง 

4.1.2.1 การหาปริมาณแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงใน

ระบบการทดลองแบบกึÉงกะ   

ผลการตรวจนบัแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง ดว้ย

เทคนิค  MPN   พบ แบคทีเรียไนตริไฟอิง กลุ่ม Ammonium  Oxidizing  Bacteria  (AOB) เท่ากบั 3.4 ×104 

เอม็พีเอน็/มล.  และ กลุ่ม  Nitrite  Oxidizing  Bacteria (NOB)  เท่ากบั 5.4 ×104 เอม็พีเอ็น/มล. ซึÉงจะ

เห็นไดว้่าแบคทีเรียทัÊ งสองกลุ่มมีจาํนวนมากซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพทาง

เคมีภายในถงั Single  Tank  NB ทีÉสามารถบาํบดัแอมโมเนียไดเ้กือบสมบูรณ์    และแบคทีเรีย

ดีไนตริไฟอิงกลุ่ม Denitrifying  Bacteria  (DB)  เท่ากบั 7.6×106  เอ็มพีเอ็น/มล. และกลุ่ม  Nitrate 

Reducing  Bacteria  (NRB)  เท่ากบั 7.8×105 เอม็พีเอน็/มล.    ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจวิเคราะห์

คุณภาพทางเคมีภายในถงั Single tank DNB   ทีÉสามารถบาํบดัไนเตรทไดเ้กือบสมบูรณ์   

นอกจากนัÊนไดต้รวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรียใ์นระบบจากปริมาณ

ของแข็งแขวนลอยทีÉระเหยง่าย (Volatile  Suspended  Solids : VSS)   และนาํมาวิเคราะห์หาผลผลิต

ของนํÊ าหนกัแหง้มวลชีวภาพทีÉไดต่้อปริมาณแอมโมเนียทีÉใชไ้ป (Yield)   จากถงั  Single  Tank  NB  

พบค่า VSS เท่ากบั 152 มก./ล.  และ ค่า Yield เท่ากบั 1.027  กรัมเซลล/์กรัมซบัสเตรท   ตามลาํดบั   

ส่วนในถงั Single  Tank  DNB  ไดต้รวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรียใ์นระบบจากปริมาณของแข็ง

แขวนลอยทีÉระเหยง่าย (Volatile  Suspended  Solids : VSS) และนาํมาวิเคราะห์หาผลผลิตของนํÊ าหนัก



51 
 
แหง้มวลชีวภาพทีÉไดต่้อปริมาณไนเตรททีÉใชไ้ป (Yield) พบค่า VSS เท่ากบั 307.5 มก./ล.  และ ค่า 

Yield เท่ากบั  1.59  กรัมเซลล/์กรัมซบัสเตรท  ตามลาํดบั   นอกจากนัÊนพบว่าถุงทีÉใส่เปลือกหอย

นางรมมีค่า VSS และค่า Yield  มากทีÉสุด  เท่ากบั 95.5 มก./ล.   และ  0.49 กรัมเซลล/์กรัมซบัเตรท  

ตามลาํดบั   รองลงมาคือถุงทีÉใส่หินภูเขาไฟ     มีค่า VSS และค่า Yield  เท่ากบั 94  มก./ล. และ 0.49 

กรัมเซลล/์กรัมซบัสเตรท   ถุงทีÉใส่แผน่อวนไนลอนชนิดทอไม่มีปม ขนาด 1×1 นิÊว มีค่า VSS และ

ค่า Yield  เท่ากบั 60.5 มก./ล.  และ 0.31 กรัมเซลล/์กรัมซบัสเตรท ตามลาํดบั   และถุงทีÉใส่   Bioball  ทีÉ

ทาํจากพลาสติก  มีค่า VSS และค่า Yield เท่ากบั 43.5 มก./ล.  และ0.22 กรัมเซลล์/กรัมซับสเตรท  

ตามลาํดบั   

 

4.1.2.2 ศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียจากระบบการเพาะแบบกึÉงกะ  

(Semi-Batch  Culture)        

ผลการศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรีย

ดีไนตริไฟอิงในกระบวนการไนตริฟิเคชนัและกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั    ดว้ยเทคนิค FISH จาก

ถงั Single  Tank  DNB  และ ถงั Single  Tank  NB  โดยใชดี้เอ็นเอโพรบ ALF1b,  BET42a และ GAM42a  

เพืÉอตรวจสอบแบคทีเรียไฟลมั  Proteobacteria  โดยดีเอ็นเอโพรบทัÊง 3 ชนิด   เป็นดีเอ็นเอโพรบทีÉมี

รายงานว่าเกีÉยวขอ้งกบัแบคทีเรียในกระบวนการไนตริฟิเคชนั   และกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั 

โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ  

ถัง Single Tank NB    พบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria    

โดยเฉพาะกลุ่มย่อยคลาส Alphaproteobacteria  พบว่าเป็นกลุ่มเด่นซึÉ งพบมากถึงร้อยละ  25  ของ

แบคทีเรียทัÊ งหมด  รองลงมาคือ  คลาส Gammaproteobacteria  ร้อยละ 12  ของแบคทีเรียทัÊ งหมด   

และคลาส Betaproteobacteria ทีÉพบเพียงร้อยละ 7 ของแบคทีเรียทัÊงหมด  (ภาพทีÉ 10 )  

ส่วนในถัง Single Tank DNB พบว่ามีแบคทีเรียในไฟลัม 

Proteobacteria  โดยเฉพาะกลุ่มยอ่ยคลาส Gammaproteobacteria    พบว่าเป็นกลุ่มเด่นซึÉงพบมากถึง

ร้อยละ  36.4  ของแบคทีเรียทัÊ งหมด  รองลงมาคือ คลาส Alphaproteobacteria ร้อยละ  24.2  ของ

แบคทีเรียทัÊงหมด  และคลาส Betaproteobacteria ทีÉพบเพียงร้อยละ 8 ของแบคทีเรียทัÊงหมด  (ภาพทีÉ 11 )  
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ภาพทีÉ 10 โครงสร้างชุมชนแบคทีเรียทีÉพบในถงั Single  Tank  NB  จากการตรวจสอบด้วย 

   เทคนิค  FISH  โดยมีสดัส่วนเป็นร้อยละของแบคทีเรียระดบัไฟลมัไปจนถึงระดบัสปีชีส์     

เมืÉอเทียบกบัดีเอน็เอโพรบ EUB ซึÉงเป็นดีเอน็เอโพรบทีÉจาํเพาะต่อแบคทีเรียทัÊงหมด 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 11 โครงสร้างชุมชนแบคทีเรียทีÉพบในถงั Single  Tank  DNB จากการตรวจสอบด้วย 

   เทคนิค FISH โดยมีสดัส่วนเป็นร้อยละของแบคทีเรียระดบัไฟลมัไปจนถึงระดบัสปีชีส์     

เมืÉอเทียบกบัดีเอน็เอโพรบ EUB ซึÉงเป็นดีเอน็เอโพรบทีÉจาํเพาะต่อแบคทีเรียทัÊงหมด  
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4.2 การศึกษาเพืÉอแก้ไนเตรทสะสมจากการเลีÊยงสัตว์นํÊาด้วยระบบนํÊาหมุนเวยีน 

การทดลองครัÊ งนีÊ ไดจ้าํลองสถานการณ์ของการเกิดปัญหาการสะสมของไนเตรทใน

ระบบ    โดยติดตัÊงระบบการทดลองแบบกะ (Batch  Culture  System) ประกอบดว้ย  2 ชุดการทดลอง 

คือ ชุดการทดลองทีÉ 1 เพืÉอคดัเลือกตวักลาง  (Substrate)   ทีÉเหมะสมในการใชใ้นระบบจุลินทรียย์ดึเกาะ

ในการกาํจดัไนเตรทจากเมือกชีวภาพ   (Biofilm)   ซึÉงเกิดจากแบคทีเรียกลุ่มดีไนตริไฟอิง   และ

ชุดการทดลองทีÉ 2  ทาํการจาํลองสภาพของระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียนทีÉเกิด

ปัญหาไนเตรทสะสม   เพืÉอศึกษาและแกปั้ญหาของไนเตรทสะสม   โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษา

ดงันีÊ  

 

4.2.1  การคดัเลอืกตวักลางทีÉเหมาะสมในการใช้ระบบจุลนิทรีย์ยดึเกาะในการกาํจดั

ไนเตรท 

4.2.1.1 ศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดไนเตรทจากเมอืกชีวภาพของแบคทีเรีย

กลุ่มดไีนตริไฟองิ    

นาํกลา้เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากการเพาะขยายกลา้เชืÊอแบบกึÉงกะ

มาศึกษาประสิทธิภาพของชนิดตวักลางต่อการบาํบดัไนเตรทจากเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรีย

ทีÉเขา้มายดึเกาะบนตวักลาง  โดยใชต้วักลาง 4 ชนิดคือ 1) แผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊน

สีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊว    2) เปลือกหอยนางรม  3)  Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก  และ  4) หินภูเขาไฟ   

ซึÉงจะมีการแยกถุงใส่ตวักลางแต่ละชนิดนาํไปใส่ในแต่ละถงัปฏิกิริยา  เทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม 

ประกอบดวัย  5  ถงัปฏิกิริยาภายในห้องปฏิบติัการ   ซึÉงทาํการศึกษาเป็นระยะเวลา 3 เดือน   โดยมี

รายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ  

จากการตรวจสอบคุณภาพทางเคมีภายในถงัปฏิกิริยา ทัÊ ง 5 ถงัปฏิกิริยา  

พบว่า   ตวักลางทีÉเหมาะสมต่อการบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด  คือ ถงัปฏิกิริยาทีÉมีแผ่นอวนไนลอน

ชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว  เป็นตวักลางทีÉมีประสิทธิภาพในการบาํบดั

ไนเตรทไดดี้ทีÉสุด   คิดเป็นร้อยละ 85   รองลงมาคือ ถงัปฏิกิริยาทีÉมีเปลือกหอยนางรมเป็นตวักลาง   

ทีÉมีประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรท    คิดเป็นร้อยละ 79    ถงัปฏิกิริยาทีÉมี Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก

เป็นตวักลาง   ทีÉมีประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรท   คิดเป็นร้อยละ  75  และถงัปฏิกิริยาทีÉมีหินภูเขาไฟ

เป็นตัวกลาง  ทีÉมีประสิทธิภาพการบาํบัดไนเตรทคิดเป็นร้อยละ 73   เมืÉอเ ป รี ย บ เ ที ย บ กับ

ถังปฏิกิ ริยาควบคุมทีÉมีประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรทเพียงร้อยละ 68 ตามลาํดบั โดยพิจารณาจาก

การเปลีÉยนแปลงปริมาณไนเตรทภายในถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางแต่ละชนิดเทียบกบัถงัปฏิกิริยา



54 
 
ควบคุม  ซึÉงพบว่าในสปัดาห์ทีÉ 7 ของการทดลอง  ถงัปฏิกิริยาทีÉมีแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มี

ปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว   เป็นตวักลางมีปริมาณไนเตรทลดลงไดเ้ร็วกว่าถงัปฏิกิริยาทีÉ

บรรจุตวักลางชนิดอืÉนเมืÉอเทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม  และเมืÉอสิÊนสุดการทดลองภายในถงัปฏิกิริยา

ดังกล่าวเหลือปริมาณไนเตรทน้อยกว่าถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตัวกลางชนิดอืÉน       เมืÉอเทียบกับถงั

ปฏิกิริยาควบคุม   และภายในระบบมีระยะเวลากักพกัทางชลศาสตร์  (Hydraulic   Retention 

Time (HRT))  จากทัÊ ง 5 ถงัปฏิกิริยา ไดป้ระมาณ 8.7  วนั   

 

 

ภาพทีÉ 12  ติดตามการเปลีÉยนแปลงความเขม้ขน้ของไนเตรทจากถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลาง  4   ชนิด 

เปรียบเทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม   ทีÉมีความเขม้ขน้ของ NO3
--N  100  มก/ล.  ทีÉระดบั

ความเค็ม 15 ppt 
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ตารางทีÉ 8  เปรียบเทียบคุณลกัษณะตวักลางจากถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลาง และถงัปฏิกิริยาควบคุม 

 

 

4.2.1.2 ศึกษาทางกายภาพของเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะของตวักลางภายใน

ระบบการทดลองแบบกะ  (Batch  Culture  System)   

4.2.1.2.1 ศึกษาลกัษณะทัÉวไปของเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะของ

ตวักลาง 

                                                                   ผลการศึกษาลกัษณะทั ÉวไปของเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่ม

แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง จากทัÊง 5 ถงัปฏิกิริยา  ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบฉากสว่างทีÉกาํลงัขยาย 1,500  เท่า 

โดยทาํการยอ้มแบบเปียก (Wet  Mount)  พบว่าเมือกชีวภาพมีลกัษณะเป็นแผ่นบาง  มีสีนํÊ าตาล    

นอกจากนัÊนยงัพบว่า  ถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด บนพืÊนผิวของ

ตวักลางมีการเกิดเมือกชีวภาพมากทีÉสุด  ซึÉ งสอดคลอ้งกบัการเปรียบตัวกลางแต่ละชนิดขา้งต้น 

(ภาพทีÉ 13 )  นอกจากนัÊนไดศึ้กษาเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงบนแผน่สไลดที์É

มีการปรับผิวให้มีความหยาบดา้นหนึÉ ง  พบว่าในวนัทีÉ 4 บนผิวสไลด์เริÉ มมีการสร้างเมือกชีวภาพ

โดยเซลลแ์บคทีเรียบนผิวสไลด์   แต่เมืÉอสัมผสัเมือกชีวภาพบนผิวสไลด์ดงักล่าวดว้ยมือ  พบว่ามี

ประเด็น ชนิดตวักลาง 

ถงัปฏิกิริยา

ควบคุม 

Bioball ทีÉทาํ

จาพลาสติก 

เปลือกหอย

นางรม 

แผน่อวน

ไนลอนฯ 

หินภูเขาไฟ 

ขนาด (กxย) - - 3×2 ตร.นิÊว 1×1 ตร.นิÊว 1×0.7 ตร.นิÊว 

พืÊ น ทีÉ ผิ ว จ ํา เ พ า ะ 

(m2/L) 

- 0.018 0.008 0.5  - 

ประเภทของวสัดุ - พลาสติก ธรรมชาติ พลาสติก ธรรมชาติ 

ประสิทธิภาพการ

บาํบดัไนเตรท (%) 

68 75 79 85 73 

ประสิทธิภาพของ

การ ยึด เก าะ ขอ ง

เมือกชีวภาพ 

- ยดึเกาะได้

เลก็นอ้ย 

ยดึเกาะได้

ปานกลาง 

ยดึเกาะ

ไดม้ากทีÉสุด 

ยดึเกาะได้

ปานกลาง 

ปริม าณ ตัวก ลา ง  

(ชิÊน/ถงั) 

- 10 ชิÊน 10 ชิÊน 10 ชิÊน 10 ชิÊน 
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ลกัษณะลืÉน  นอกจากนัÊนไดน้าํตวักลางจากถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด   

มาศึกษาเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  ทีÉกาํลงัขยาย  1,500 เท่า  ไดท้าํการศึกษาใน

วนัทีÉ  0, 30, 60  และ120  โดยทาํการยอ้มแบบเปียกเพืÉอดูลกัษณะของการเกาะของเมือกชีวภาพบน

ตวักลาง  พบว่า วนัทีÉ 0 ของการทดลองบนผวิตวักลางนัÊนไม่มีเมือกชีวภาพเกิดขึÊน วนัทีÉ 30 ของการ

ทดลอง พบว่าบนผวิตวักลางเริÉมมีการเกิดเมือกชีวภาพ  วนัทีÉ 60 ของการทดลอง พบว่าบนผิวของ

ตวักลางเริÉมมีการเกิดเมือกชีวภาพหนาขึÊน  และวนัทีÉ 120 ของการทดลอง  พบว่าบนผวิของตวักลาง

มีการเกิดเมือกชีวภาพเป็นชัÊนหนา  ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาโครงสร้างเมือกชีวภาพจากการ

ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ แบบ SEM ทีÉพบว่าเมืÉอเวลาผา่นไปจนถึงวนัทีÉ 120 ของการทดลอง 

บนผวิตวักลางมีการเกิดเมือกชีวภาพเกาะกนัค่อนขา้งทีÉจะอยูก่นัหนาแน่นเป็นกระจุก  มีการกระจายตวั

ค่อนขา้งตํÉา (ภาพทีÉ 14  และตารางทีÉ 9  ) 

 

 

ตารางทีÉ 9  การวดัขนาดของตวักลางและความหนาของเมือกชีวภาพจากพืÊนผวิตวักลางดว้ย Ocular 

Micrometer โดยทาํการยอ้มแบบเปียกเพืÉอดูลกัษณะของการเกาะของเมือกชีวภาพบน

ตวักลาง  

 

วนัทีÉ ความหนาของเมือกชีวภาพ(ไมโครเมตร) 

0 - 

30 12.85 ±3.8 

60 14.72  ±3.04 

120 18.57 ±3.00 
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ภาพทีÉ 13 ลกัษณะของผิวตวักลางแต่ละชนิดก่อนและหลงัการเกิดเมือกชีวภาพ โดยกาํหนดให้  

a - b : Bioball  ทีÉทาํจากพลาสติก,   c-d: เปลือกหอยนางรม,  e-f : หินภูเขาไฟ  และ 

g-h : แผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

c d 

e f 

g h 
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ภาพทีÉ 14 การศึกษาลกัษณะของเมือกชีวภาพทีÉยดึเกาะตวักลางจากถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพใน

การบาํบัดไนเตรทไดดี้ทีÉสุด มาตรวจสอบด้วยเทคนิคการยอ้มแบบเปียก ทีÉกาํลงัขยาย 

1500 เท่า  a :วนัทีÉ 0  b : วนัทีÉ 30  c : วนัทีÉ 60 และ d : วนัทีÉ 120  

 

4.2.1.2.2 ศึกษาลักษณะพืÊนผิวภายนอกของเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะ

บนตวักลาง 

                                            การตรวจสอบลกัษณะของเมือกชีวภาพทีÉ เกิดจากกลุ่ม

แบคทีเรียบนพืÊนผวิของตวักลาง ทีÉ 30 วนั  60 วนั และ120 วนั  จากถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพในการ

บาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด โดยนาํไปตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ แบบ SEM  ทีÉระดบั กาํลงัขยาย 

100 เท่า 3,000 เท่า และ 10,000 เท่า ตามลาํดบั  ซึÉงการเพิÉมกาํลงัขยายให้สูงขึÊนทาํให้สามารถเห็น

ลกัษณะของแบคทีเรียทีÉยดึเกาะบนพืÊนผวิตวักลาง และตวักลางทีÉ 0 วนั ทีÉกาํลงัขยาย 1,500 เท่า  โดย

นาํไปตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศนแ์บบฉากสว่าง โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ  

                                           ผลการศึกษาพบว่า ว ันทีÉ 0 ของการทดลอง พบว่าพืÊนผิว

ตวักลางนัÊนมีลกัษณะขรุขระและไม่ลืÉน   (ภาพทีÉ 15a )    วนัทีÉ 30 ของการทดลอง  ทีÉกาํลงัขยาย 100  เท่า  

พบว่าบนพืÊนผวิของตวักลางนัÊนเริÉมมีการสร้างเมือกชีวภาพ โดยเซลลแ์บคทีเรียสร้างสารพอลิเมอร์ทีÉ

เรียกว่า “Extracellular  Polymer  Substance (EPS) ”  ซึÉงเป็นสารทีÉใชย้ึดเกาะเซลลแ์บคทีเรียต่างๆ 

เขา้ดว้ยกนัจนกลายเป็นเมือกชีวภาพ (ภาพทีÉ 15b)  ทีÉกาํลงัขยาย 3,000 เท่า สังเกตเห็นว่าภายในชัÊน

                    c                                                                                      d
 

                     a                                                                                      b
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เมือกชีวภาพนีÊแบคทีเรียมีการเกาะรวมกนั และกระจายตวั โดยไม่เกาะกนัแน่น (ภาพทีÉ 15c)   และทีÉ

ระดบักาํลงัขยาย 10,000 เท่า   พบว่าภายในชัÊนเมือกชีวภาพนัÊนมีแบคทีเรียส่วนใหญ่มีรูปร่างท่อนสัÊน  

กลม ท่อนยาว และรูปร่างเป็นเส้นใย  ซึÉงเกาะรวมกนัอยู่บนพืÊนผิวของตวักลาง (ภาพทีÉ 15d)  

วนัทีÉ 60 ของการทดลองทีÉกาํลงัขยาย 100 เท่า สังเกตเห็นว่าบนพืÊนผิวตวักลางนัÊนเริÉ มมีการเกิด

สาร “ EPS ” เพิ ÉมมากขึÊ น (ภาพทีÉ  15e)   ทีÉกาํล ังขยาย 3,000 เท่า พบว่าภายในของชัÊ น

เมือกชีวภาพเซลล์แบคที เ รีย เริÉ มมีการ เกาะพ ันก ันจนกลายเป็นกลุ่มก ้อนหนาขึÊ น และ

กระจายตัวโดยเกาะกันแน่น  (ภาพทีÉ 15f )   ทีÉระดับกาํลงัขยาย 10,000 เท่า พบว่าภายในชัÊน

เมือกชีวภาพแบคทีเ รีย ทีÉพบส่วนใหญ่มีรูปร่างท่อนสัÊ น   กลม ท่อนยาว ซึÉ ง เกาะพนัก ับ

แบคทีเ รียทีÉ เป็นเส้นใย อยู่บนพืÊนผิวของตัวกลาง (ภาพทีÉ 15g)    วนัทีÉ  120 ของการทดลองทีÉ

กาํลงัขยาย 100 เท่า พบว่าพืÊนผวิของตวักลางนัÊนมีการเกิดของแผ่นเมือกชีวภาพหนามาก (ภาพทีÉ 15h)  

ทีÉกาํลงัขยาย 3,000 เท่า สังเกตเห็นว่าภายในชัÊนเมือกชีวภาพเซลล์แบคทีเรียอยู่รวมกันอย่าง

หนาแน่น ซึÉงมีลกัษณะเป็นแผน่ของชัÊนเมือกชีวภาพมีลกัษณะเป็นแผน่หนา และมีการกระจายตวัทีÉ

ต ํÉา  (ภาพทีÉ 15i)    ทีÉระดบักาํลงัขยาย 10,000 เท่า  พบว่าภายในชัÊนเมือกชีวภาพทีÉมีลกัษณะหนา  

เซลลแ์บคทีเรียส่วนใหญ่มีรูปร่างท่อนสัÊน  กลม ท่อนยาว ซึÉงเกาะพนักบัแบคทีเรียรูปร่างเป็นเส้นใย  

อยูบ่นพืÊนผวิของตวักลาง  และกระจายตวัโดยเกาะกนัแน่น (ภาพทีÉ 15j) 
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ภาพทีÉ 15   แสดงการเกาะของแบคทีเรียบนตวักลางชนิดแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็น

ชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊวโดยตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์   แบบ    SEM   ทีÉ

กาํลงัขยายแตกต่างกนัคือ 100  เท่า 3,000 เท่า   และ 10,000  เท่า  ตามลาํดบั    กาํหนดให ้  

คือ b - d  เมือกชีวภาพทีÉอายุ  30  วนั ; e - g  เมือกชีวภาพทีÉอายุ  60  วนั   และ  h - j  

เมือกชีวภาพทีÉอาย ุ 120  วนั  และตวักลางทีÉ  0  วนั  ทีÉกาํลงัขยาย  1,500  เท่า   ดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศนแ์บบ  Differential Interference Contrast Microscopy  (DIC) กาํหนดใหคื้อ a 

                h                                                     i                                    j 

                 b                                                       c                              d 

                 e                                                    f                                g 

 a 

50.0 µm 
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 4.2.1.4 การศึกษาทางจุลชีววทิยาของเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะบนผวิตวักลาง 

 4.2.1.4.1   การหาปริมาณแบคทีเรียดีไนตริไฟองิจากเมอืกชีวภาพทีÉ

ยดึเกาะบนพืÊนผวิของตวักลางในระบบการทดลองแบบกะ    

                การนับจาํนวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากตัวอย่าง

เมือกชีวภาพ   ซึÉงประกอบไปดว้ยแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  กลุ่ม  Denitrifying  Bacteria (DB) และ

กลุ่ม Nitrate  Reducing  Bacteria  (NRB)   ดว้ยเทคนิค   MPN   แบบไมโครเทคนิค   โดยทาํการ

คดัเลือกตวักลางแต่ละชุดการทดลองจาํนวน   10   ชิÊนต่อชุดการทดลอง  จาก  4  ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุ

ตวักลางเปรียบเทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม   พบว่าถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่

มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว  พบแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทัÊ ง  2 กลุ่มมากทีÉสุด  คือ   

409×10  เอม็พีเอน็/ตร.ม. และ 301×107  เอม็พีเอน็/ตร.ม. ตามลาํดบั   ซึÉงสอดคลอ้งผลการวิเคราะห์

คุณภาพทางเคมีทีÉบ่งบอกว่าถงัปฏิกิริยาดงักล่าวมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด  

                                                                  นอกจากนัÊนไดต้รวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรียใ์นระบบจาก

ปริมาณของแข็งแขวนลอยทีÉระเหยง่าย (VSS : Volatile  Suspended  Solids )  และนาํมาวิเคราะห์หา

นํÊ าหนกัแหง้มวลชีวภาพทีÉผลิตไดต่้อซบัเตรททีÉใชไ้ป (Yield)   จากถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลาง   โดย

เปรียบเทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม    พบว่าถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดั

เป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม  ขนาด  1×1  นิÊว   มีปริมาณจุลินทรียใ์นระบบมากทีÉสุด คือ  ค่า  VSS   เท่ากบั   

140×1014  มก./ตร.ม.   และค่า   Yield   202×108  กรัมเซลล/์กรัมซบัเตรท/ตร.ม. 

 

4.2.1.4.2 การศึกษาลักษณะทางชีวภาพจากเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะ

บนผวิตวักลาง 

        ผลการศึกษาลกัษณะทั ÉวไปของเมือกชีวภาพทีÉยดึเกาะบน

ผวิตวักลางจากทัÊง 5 ถงัปฏิกิริยา   มาตรวจสอบดว้ยเทคนิคการยอ้มสีแบบแกรม  ทีÉกาํลงัขยาย 1,500  เท่า    

จากเมือกชีวภาพทีÉมีอาย ุ 24  วนั   พบว่าเซลลแ์บคทีเรียภายในเมือกชีวภาพทีÉมีการติดสียอ้มทัÊ งแกรม

บวกและแกรมลบซึÉงอยูป่ะปนกนั  แบคทีเรียทีÉติดสีแบบแกรมลบ ไดแ้ก่ เซลลแ์บคทีเรียทีÉมีรูปร่าง

เป็นท่อนสัÊน กลม และรูปร่างเป็นเสน้ใย  ส่วนเซลลแ์บคทีเรียทีÉติดสียอ้มแบบแกรมบวก คือ เซลล์

แบคทีเรียทีÉมีรูปร่างเป็นท่อนยาว (ภาพทีÉ 16)   
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ภาพทีÉ 16  การศึกษาลกัษณะทั ÉวไปของเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะตวักลางจากทัÊ ง 5 ถงัปฏิกิริยา จาก

เมือกชีวภาพทีÉมีอาย ุ 24  วนัมาตรวจสอบดว้ยเทคนิคการยอ้มสีแบบแกรม ทีÉ

กาํลงัขยาย  1,500 เท่า กาํหนดให้  a : ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางหอยนางรม;  b : 

ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางแผน่อวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 

1×1 นิÊว;  c : ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางหินภูเขาไฟ;  d : ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลาง 

Bioball ทีÉทาํมาจากพลาสติก  และ e : ถงัปฏิกิริยาทีÉไม่บรรจุตวักลาง 

 

4.2.1.4.3 ศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากเมือก

ชีวภาพทีÉยึดเกาะบนผิวของตัวกลาง  

                                                 การตรวจสอบโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง

จากเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของตวักลางดว้ยเทคนิค  

FISH จากถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพในการบาํบัดไนเตรทได้ดีทีÉสุด โดยใชดี้เอ็นเอโพรบ 

ALF1b,  BET42a  และ  GAM42a  เพืÉอตรวจสอบแบคทีเรียไฟลมั  Proteobacteria    โดยดีเอน็เอโพรบ

ทัÊง 3 ชนิด  เป็นดีเอน็เอโพรบทีÉจาํเพาะกบัแบคทีเรียทีÉเกีÉยวขอ้งกบักระบวนการดีไนตริฟิเคชนั   โดย

มีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ   

                                      ผลป ราก ฏว่ า พบแ บค ทีเ รี ยใน ไฟลัม  Proteobacteria 

โดยเฉพาะกลุ่มย่อยคลาส Gammaproteobacteria    โดยพบว่าเป็นกลุ่มเด่นซึÉงพบมากถึงร้อยละ  
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33.6  ของแบคทีเรียทัÊงหมด  รองลงมาคือ คลาส Alphaproteobacteria ร้อยละ 20.6  ของแบคทีเรีย

ทัÊงหมด  และคลาส  Betaproteobacteria ทีÉพบเพียงร้อยละ 7.7   ของแบคทีเรียทัÊงหมด  (ภาพทีÉ 17)   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 17 ตรวจสอบโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากเมือกชีวภาพทีÉ เกิดจากกลุ่ม

แบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของตวักลาง  จากถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพใน

การบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด  ดว้ยเทคนิค  FISH  โดยมีสดัส่วนเป็นร้อยละของแบคทีเรีย

ระดบัไฟลมัไปจนถึงระดบัสปีชีส์  เมืÉอเทียบกบัดีเอน็เอโพรบ EUB ซึÉงเป็นดีเอ็นเอโพรบ

ทีÉจาํเพาะต่อแบคทีเรียทัÊงหมด 

 

4.2.1.5.3 ศึกษาความหลากหลายจากเมือกชีวภาพในระบบ

แบบต่อเนืÉองด้วยเทคนิค DGGE  

         การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง

จากตวัอย่างเมือกชีวภาพ  ในระบบการทดลองแบบกะ (ระดบัความเค็ม 15 ppt )  จากทัÊ ง 5 ถงัปฏิกิริยา   

และกลา้เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  (ระดบัความเค็ม 15 ppt )   ดว้ยเทคนิค DGGE มีรายละเอียดของ

ผลการศึกษาดงันีÊ    

         ผลการศึกษาจากการหาลาํดบัเบสจากแถบดีเอ็นเอทีÉมี

ลกัษณะเด่นของยีน 16S  rDNA  ผลการ BLAST  ในถงัปฏิกิริยาทีÉมีแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่

มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว   ซึÉงเป็นถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรท

ดีทีÉสุด (ภาพทีÉ18 แถบ E )  พบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส  Haloferula  เป็นกลุ่มเด่น รองลงมา

คือ Methylophaga  sulfidovorans  และแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส  Luteolibacter  ตามลาํดับ    
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1 

ถงัปฏิกิริยาควบคุม (ภาพทีÉ18 แถบA )  และถงัปฏิกิริยาทีÉมี Bioball ทีÉทาํมาจากพลาสติก  (ภาพทีÉ18  แถบ B) 

พบ Methylophaga sulfidovorans   ซึÉงเป็นกลุ่มย่อยในคลาส Gammaproteobacteria  เป็นกลุ่ม

เด่น  รองลงมาคือ  แบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส  Xanthobacter  และ  Luteolibacter  ตามลาํดบั  

ในถงัปฏิกิริยาทีÉมีเปลือกหอยนางรม   (ภาพทีÉ18 แถบ C ) และถงัปฏิกิริยาทีÉมีหินภูเขาไฟ (ภาพทีÉ

18 แถบ D) เป็นตัวกลาง   พบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส Luteolibacter  ซึÉ งเป็นกลุ่มย่อยในคลาส 

Verrucomicrobiae  เป็นกลุ่มเด่น รองลงมาคือ  Dethiosulfatibacter    Xanthobacter  และ  

Methylophaga   sulfidovorans    ส่วนในตวัอยา่งกลา้เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  พบแบคทีเรียคาดว่า

เป็นจีนสั Barnesiella  Acetivibrios  Sphingobacterium  และ  Luteolibacter  ตามลาํดบั  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพทีÉ 18 การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  16S rDNA   ดว้ยเทคนิค DGGE 

จากตวัอย่างเมือกชีวภาพในระบบการทดลองแบบกะ  (ระดบัความเค็ม 15 ppt )  และ 

กล้าเชืÊ อแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง (ระดับความเค็ม 15 ppt )  โดยกาํหนดให้ A  คือ

ถังปฏิกิริยาควบคุม;  B คือถงัปฏิกิริยาทีÉมี Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก;  C คือถงัปฏิกิริยา

ทีÉมีหินภูเขาไฟ;  D คือถงัปฏิกิริยาทีÉมีเปลือกหอยนางรม;  E คือถงัปฏิกิริยาทีÉมีแผ่นอวน

ไนลอนชนิดทอไม่มีปมตัดเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊวและ F คือตัวอย่างกลา้เชืÊอ

แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง ตามลาํดบั 

 
 

  6 Sphingobacyerium sp. 

1 Methylophaga sulfidovorans 

4.  Uncultured  Luteolibacter  sp. 

7. . Uncultured  Barnesiella sp. 
8. . Uncultured  Acetivibrio sp. 

3. . Uncultured  Dethiosulfatibacter sp. 

5 . Uncultured Haloferula sp. 
2. . Uncultured  Xanthobacter sp. 

5 

6 

7 

8 

2 
3 

4 

1 

A     B    C    D      E          F 
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4.2.2 การตดิตามประสิทธิภาพการควบคุมคุณภาพนํÊาของระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉอง (Continuous   Reactor)  

4.2.2.1 ศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบไนโตรเจนภายในระบบ

การทดลองแบบต่อเนืÉอง 

                         นาํตวักลางทีÉเหมาะสมต่อการบาํบดัไนเตรททีÉไดจ้าการคดัเลือกดว้ย

ระบบการทดลองแบบกะ (Batch  Culture  System)    โดยมีการเติมเมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน มา

ติดตัÊ งในระบบการทดลอง   เพืÉอศึกษาและแก้ปัญหาของไนเตรทสะสม   โดยทําการศึกษา

ประสิทธิภาพการบาํบดัสารประกอบไนโตรเจน ดว้ยวิธีการวิเคราะห์คุณภาพนํÊ าทางเคมี โดยแบ่ง

การทดลองออกเป็น  3  ช่วงการทดลองคือ   

ช่วงทีÉ  1       ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองก่อนการเติมกลา้เชืÊอในชุดการทดลอง ทัÊ ง 2 ชุดคือ 

ชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา)  และชุดการทดลองทีÉ 2 เติมปลาทบัทิม จาํนวน15 ตวั/ตู ้  

ระหว่างวนัทีÉ 1-15 

ช่วงทีÉ 2         ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองหลงัเติมกลา้เชืÊอแบคทีเรียและเติมปลาทบัทิมในชุดการ  

ทดลองทีÉ 2 เติมปลาทบัทิม จาํนวน 15 ตวั / ตู ้ ควบคู่ชุดการทดลองทีÉ 1 ซึÉงไม่มีการเติมปลา  

ระหว่างวนัทีÉ 16-87 

ช่วงทีÉ  3       ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองเพืÉอตรวจยืนยนัประสิทธิภาพของระบบบาํบดัจากชุด

การทดลอง  ระหว่างวนัทีÉ 88-113 

โดยมีรายละเอียดของผลการทดลองดงันีÊ   

 

4.2.2.1.1 ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองก่อนการเติมกล้าในชุดการ

ทดลอง 

                          การ ติด ตา มปร ะสิ ทธิ ภา พกา รบําบัดสา รป ระ กอ บ

ไนโตรเจนก่อนการเติมกลา้เชืÊอในชุดการทดลอง ทัÊง 2 ชุด คือชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา) และ

ชุดการทดลองทีÉ 2 เติมปลาทบัทิม จาํนวน15 ตวั/ตู ้   โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ                       

                                                   ในช่วงแรกของการดาํเนินระบบเพืÉอปรับสภาพระบบ   

ผลการศึกษาพบว่า  โดยเริÉมแรกพบว่ามีปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรท  เริÉ มตน้ภายใน

ระบบจากชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา) เท่ากบั 2.5 มก./ล.   0.24 มก./ล.  และ  60.65 มก./ล.  

ตามลาํดบั  ส่วนชุดการทดลองทีÉ 2 ( เติมปลาทบัทิม) จาํนวน15 ตวั/ตู ้   โดยเริÉ มแรกพบว่ามีปริมาณ

แอมโมเนีย  ไนไตรท ์และไนเตรท   เริÉมตน้ภายในระบบ เท่ากบั 2.52 มก./ล. 0.24 มก./ล. และ 71.2  มก./ล.  
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ตามลาํดบั  แต่พอดาํเนินระบบการทดลองต่อไป  พบว่าภายในระบบชุดการทดลองทีÉ  1   (ไม่เติมปลา)  

พบว่ามีปริมาณ แอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรท  คงเหลือมีค่าไม่เกิน 0.60 มก./ล. 0.03 มก./ล.  

และ 1.91  มก./ล.    ส่วนชุดการทดลองทีÉ  2  (เติมปลาทบัทิม) พบว่ามีปริมาณ แอมโมเนีย ไนไตรท ์

และไนเตรท  คงเหลือ  มีค่าไม่เกิน 0.6 มก./ล.  0.02 มก./ล.  และ 2.26 มก./ล.  ตามลาํดบั   ซึÉงใช้

ระยะเวลาในการจดัการสารประกอบไนโตรเจนในระบบช่วงแรกประมาณ 15 วนั  ตลอด

ระยะเวลาของการดาํเนินระบบ    (ภาพทีÉ 19-20) 

 

4.2.2.1.2 ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองหลงัการเตมิกล้าเชืÊอในหลงั

เตมิปลาทับทิม ในชุดการทดลองทีÉ 2  

                                       การติดตามประสิทธิภาพการบําบดัสารประกอบ

ไนโตรเจนในชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา) ทีÉมีการเติมกลา้เชืÊอทีÉไดจ้ากการเพาะเลีÊยงกลา้

เชืÊอแบคทีเรียจากระบบแบบกึÉงกะ  และชุดการทดลองทีÉ 2   เติมปลาทบัทิม  จาํนวน 15 ตวั/ตู ้

และเติมกลา้ เชืÊอที Éได จ้ากการเพาะเ ลีÊยงกลา้เ ชืÊอแบคทีเ รียจากระบบแบบกึÉงกะ   โดยมี

รายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ                       

                           ในชุดการทดลองทีÉ 1 พบว่า หลงัจากมีการเติมกลา้เชืÊอ

แบคทีเรียจากระบบแบบกึÉงกะและเติมนํÊ าทะเลสังเคราะห์ลงไปประมาณ 10 ลิตร  เพืÉอให้ระบบ

สามารถดาํเนินต่อไปได้ตลอดการทดลอง   ส่งผลให้ภายในระบบค่อย ๆ มีการสะสมปริมาณ

แอมโมเนีย   ไนไตรท ์  และไนเตรท เพิÉมขึÊน   จนมีความเขม้ขน้สูงสุดในวนัทีÉ 31 ของการทดลอง   

โดยพบว่ามีปริมาณแอมโมเนีย   ไนไตรท์   และไนเตรท  เท่ากับ 0.70  มก./ล. 1 .82  มก./ล. และ 

197.46  มก./ล.  ตามลาํดบั  จากนัÊนก็ทาํการดาํเนินระบบต่อไปพบว่าในวนัทีÉ 71 ของการทดลอง

พบว่าระบบเริÉมเขา้สู่สภาวะคงทีÉ   เนืÉองจากในระยะหลงัการทดลองมีการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนั

และการระบวนดีไนตริฟิเคชันภายในระบบได้ดีขึÊ น   และพบว่าในวนัทีÉ 85 ของการทดลอง 

มีปริมาณแอมโมเนียมีค่าไม่เกิน 0.6 มก./ล  และมีปริมาณไนไตรท์และไนเตรท มีค่าไม่เกิน 0.00 

มก./ล.   (ภาพทีÉ 19) 

                           ในชุดการทดลองทีÉ 2  พบว่า หลงัจากมีการเติมกลา้เชืÊอ

แบคทีเรียจากระบบแบบกึÉงกะ  เติมปลาทบัทิม จาํนวน 15 ตวั/ตู ้    และเติมนํÊ าทะเลสังเคราะห์ลงไป

ประมาณ 10 ลิตร  เพืÉอให้ระบบสามารถดาํเนินต่อไปไดต้ลอดการทดลอง  ส่งผลให้ภายในระบบ

ค่อย ๆ มีการสะสมปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทเพิÉมขึÊน จนมีความเขม้ขน้สูงสุดใน

วนัทีÉ 31 ของการทดลอง  ซึÉงพบว่ามีปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรท์  และไนเตรท เท่ากบั   0.6 มก./ล. 

2.13  มก./ล. และ  226.98   มก./ล.  ตามลาํดบั    จากนัÊนก็ทาํการดาํเนินระบบต่อไปเรืÉอยๆ  พบว่าใน
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วนัทีÉ 71 ของการดาํเนินระบบเริÉมเขา้สู่สภาวะคง     ซึÉงพบว่ามีการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนั

และกระบวนดีไนตริฟิเคชนัภายในระบบไดดี้ขึÊน  และพบว่าในวนัทีÉ 85 ของการทดลอง  พบว่ามี

ปริมาณแอมโมเนียมีค่าไม่เกิน  0.6 มก./ล.   และมีปริมาณไนไตรท ์  และไนเตรท   มีค่าไม่เกิน  0.00 มก./ล.   

(ภาพทีÉ 20)  

 

4.2.2.1.3 การตรวจยืนยันประสิทธิภาพของระบบบําบัดจากจาก

ระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง 

            การศึกษาเพืÉอยืนย ันประสิทธิภาพของระบบบําบัด

สารประกอบไนโตรเจนจากระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง ในระบบการทดลองทัÊ ง 2 ชุดการ

ทดลอง  เนืÉองจากการทดลองทีÉผา่นมาประสิทธิภาพในการบาํบดัแอมโมเนีย  ไนไตรท ์  และไนเตรท 

ทีÉเกิดขึÊ นทัÊ ง 2 ชุดนัÊ น  มีประสิทธิภาพในการบาํบัดสารประกอบไนโตรเจนใกลเ้คียงกัน  เพืÉอ

ตรวจสอบและยืนยนัประสิทธิภาพของการบาํบดัภายในระบบการทดลองอีกครัÊ งจึงไดมี้การเติม

ไนเตรทลงภายในระบบการทดลองลงไปในชุดการทดลองทีÉ  1 ทีÉไม่มีการเติมปลาทบัทิม และชุด

การทดลองทีÉ 2 ทีÉเติมปลาทบัทิมลง จาํนวน 15 ตวั/ ตู ้ เป็นระยะเวลา 1 เดือน โดยมีรายละเอียดของ

ผลการศึกษาดงันีÊ  

                           ในชุดการทดลองทีÉ 1 หลงัจากการเติมไนเตรทลงภายใน

ระบบการทดลองไปในระบบการทดลอง   พบว่ามีปริมาณแอมโมเนีย  ไนไตรท์  และไนเตรท  เพิÉม

สูงขึÊน  โดยในวนัทีÉ  89 ของการทดลอง  พบว่ามีปริมาณแอมโมเนีย  ไนไตรท์  และไนเตรท   เท่ากบั 

0.52  มก./ล.   1.15  มก./ล.  และ 189.18  มก./ล.  ตามลาํดบั    เนืÉองจากการเติมไนเตรทลงภายในระบบ    

ตลอดจนการสะสมของตะกอนของเศษซากอินทรียข์องสิÉงมีชีวิตทีÉตายแลว้สะสมภายในระบบบาํบดั    

เมืÉอสิÊนสุดการทดลองพบว่ามีปริมาณแอมโมเนีย  ไนไตรท์ และไนเตรท ลดลงเหลือน้อยกว่า  0.60  

มก./ล.  0.02 มก./ล.  และ 4.48  มก./ล.  ตามลาํดบั  แสดงให้เห็นว่าภายในระบบการการทดลองทีÉ

ดาํเนินการอยู่นีÊ มีการบาํบัดสารประกอบไนโตรเจน  ทีÉ เกิดจากกระบวนการไนตริฟิเคชัน  และ

กระบวนการดีไนตริฟิเคชนัไดอ้ยา่งเกือบสมบูรณ์ (ภาพทีÉ19)  

                          ในชุดการทดลองทีÉ 2 หลงัจากการเติมไนเตรทลงภายใน

ระบบการทดลอง   พบว่าภายในระบบเริÉมมีปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรท เพิÉงสูงขึÊน  

โดยในวนัทีÉ  89  ของการทดลอง  พบว่ามีปริมาณแอมโมเนีย  ไนไตรท์  และไนเตรท  เท่ากบั 2.25 

มก./ล.   1.05 มก./ล.  และ 210.19 มก./ล.  ตามลาํดบั    เนืÉองจากการเติมไนเตรทลงภายในระบบการ

สะสมของเศษอาหารทีÉเหลือจากการกิน  สิÉงขบัถ่ายของสตัวน์ํÊ า   ตลอดจนการสะสมจากตะกอนของ

เศษซากอินทรียข์องสิÉงมีชีวิตทีÉตายแลว้สะสมภายในระบบบาํบดั   และเมืÉอสิÊนสุดการทดลอง 
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พบว่า  มีปริมาณแอมโมเนีย  ไนไตรท์  และไนเตรท  ลดลงเหลือนอ้ยกว่า  0.6 มก./ล. 0.02 มก./ล. 

และ 4.99   มก./ล.  ตามลาํดบั   โดยพบว่าตลอดระยะเวลาในการตรวจสอบยนืยนัประสิทธิภาพการ

ทาํงานระบบสารประกอบไนโตรเจนได้อย่างเกือบสมบูรณ์     แสดงให้เห็นว่าในระบบการ

เพาะเลีÊยงทีÉดาํเนินการอยูเ่กิดกระบวนการไนตริฟิเคชนัและกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัอย่างสมบูรณ์    

(ภาพทีÉ 20 )   นอกจากนัÊนไดห้ลงัสิÊนสุดกระบวนการทดลองไดท้าํการวดัอตัราการรอดของปลาทบัทิม 

คิดเป็นร้อยละ 46.67   

 

ภาพทีÉ  19   การติดตามประสิทธิภาพการสารประกอบไนโตรเจนของชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติม

ปลาทับทิม)   (ระดับความเค็ม 15%)  ลูกศร   (  ) แสดงจุดเก็บตัวอย่างมาศึกษา

แบคทีเรียดว้ยเทคนิค FISH   (F1, F2 , F3 , F4  , F5 , F6 และ F7)  

 

ภาพทีÉ 20 การติดตามประสิทธิภาพการบาํบดัสารประกอบไนโตรเจนของชุดการทดลองทีÉ  2 

  (เติมปลาทับทิม) (ระดับความเค็ม 15%)  ลูกศร   (  )แสดงจุดเก็บตัวอย่างมาศึกษา

แบคทีเรียดว้ยเทคนิค FISH (F1, F2 , F3 , F4  , F5 , F6  และ F7) 
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     a     b 

4.2.2.2 ศึกษาทางกายภาพของเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะตวักลางภายในระบบ

การทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  reactor)  

4.2.2.2.1 ศึกษาลกัษณะทัÉวไปของเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะตวักลาง 

                                                 ผลการศึกษาลกัษณะทั ÉวไปของเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะ

ตวักลางภายในถงับาํบดัจากระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง  จากระบบจากชุดการทดลองทีÉ 1 

(ไม่เติมปลา)  และชุดการทดลองทีÉ  2  (เติมปลาทบัทิม)   นาํมาศึกษาดว้ยเทคนิคยอ้มสีแบบแกรม ทีÉ

กาํลงัขยาย 1,500 เท่า  พบแบคทีเรียรูปร่างท่อนยาว  ติดสีแกรมบวก และแบคทีเรียท่อนสัÊน  และ

รูปร่างกลม  ติดสีแกรมลบ  และพบแบคทีเรียท่อนยาวมีการเรียงตวัต่อกนัเป็นเส้นใยติดสีแกรมลบ  

นอกจากนัÊนยงัพบว่าแบคทีเรียแกรมบวกและลบอยูป่ะปนกนั (ภาพทีÉ 21 )    หลงัสิÊนสุดการทดลองได้

มีการขูดเอาเมือกชีวภาพทีÉเกาะบนตัวกลางทีÉเป็นแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตัดเป็นชิÊน

สีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊว    ทีÉกาํลงัขยาย 600 เท่า   จากชุดการทดลองทีÉ  1 (ไม่เติมปลา) และชุดการ

ทดลองทีÉ 2  (เติมปลาทบัทิม)  โดยทาํการยอ้มแบบเปียกเพืÉอดูลกัษณะของการเกาะของเมือกชีวภาพ

บนตวักลาง พบว่าเมือกชีวภาพมีลกัษณะเป็นแผน่บาง มีสีนํÊ าตาล (ภาพทีÉ 22)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 21 ลกัษณะทั ÉวไปของเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะตวักลางจากระบบภายในระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉอง โดยทาํการขดูและเขย่าเมือกชีวภาพจากตวักลางมาตรวจสอบดว้ยเทคนิค

การยอ้มสีแบบแกรม ทีÉกาํลงัขยาย1500 เท่า กาํหนดให้  a : ชุดการทดลองทีÉ1 (ไม่เติมปลา)  

และ b : ชุดการทดลองทีÉ 2 (เติมปลาทบัทิม)  
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                                        a                                                            b 
ภาพทีÉ 22  ลกัษณะทั ÉวไปของเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะตวักลางจากระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง  ทีÉ

กาํลงัขยาย 600 เท่า   กาํหนดให ้a : ชุดการทดลองทีÉ1 (ไม่เติมปลา)   และ b : ชุดการทดลอง

ทีÉ2 (เติมปลาทบัทิม)      

 

4.2.2.2.1 ศึกษาลกัษณะของชัÊนเมอืกชีวภาพจากแบคทีเรียทีÉยดึเกาะ

บนผวิของตวักลาง 

                                        การตรวจสอบลักษณะของเมือกชีวภาพทีÉ เ กิดจาก

แบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของตวักลางเมือกชีวภาพโดยตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

แบบ Confocal  laser scanning microscopy (CLSM)   ทีÉกาํลงัขยาย 200 เท่า  โดยทาํการศึกษาจาก

ระดับล่างสุดทีÉยึดติดกบัพืÊนผิวตัวกลางขึÊ นมาถึงส่วนชัÊนบนสุด  โดยทาํการเพิÉมระดับครัÊ งละ  5 

ไมครอน โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ  

                                 ผลการศึกษาพบว่า พบว่าชัÊนล่างสุดของไม่มีการติดสี

ยอ้มเรืองแสงของแบคทีเรียทีÉเกาะบนพืÊนผิวตวักลาง   แต่เมืÉอเพิÉมระดบัขึÊนไปทีÉละ 5 ไมครอน   

ผลปรากฏว่า  การติดสียอ้มเรืองแสงของเซลลแ์บคทีเรียภายในเมือกชีวภาพ ค่อยๆ มีการติดสียอ้ม

เรืองแสงเพิÉมมากขึÊน โดยพบว่าชัÊนบนสุดของชัÊนเมือกชีวภาพพบว่ามีการติดสีทีÉยอ้มเรืองแสงมาก

ทีÉสุด  เนืÉองจากชัÊนเมือกชีวภาพดา้นล่างเป็นเซลลแ์บคทีเรียส่วนใหญ่มีอายุมากกว่าอายุเซลลที์Éอยู่

ดา้นบนทาํให้มีการติดสียอ้มน้อยหรือไม่ติดสียอ้มเรืองแสงเลย   นอกจากนัÊ นการแทรกตวัของสี

ยอ้มเรืองแสงยงัเป็นอีกปัจจยัหนึÉงในการติดสียอ้มของชัÊนเมือกชีวภาพ   โดยพบว่าชัÊนเมือกชีวภาพ

ดา้นล่างมีแทรกตวัไดย้ากกว่าชัÊนบน   เนืÉองจากชัÊนล่างนัÊนจะมีความหนาของแผน่เมือกชีวภาพหนา

มากกว่าชัÊนบนสุดของชัÊนเมือกชีวภาพ เป็นตน้  (ภาพทีÉ 23 )  
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ภาพทีÉ 23 ตรวจสอบลกัษณะของเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากแบคทีเรียทีÉ เข้าไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของ

ตวักลางเมือกชีวภาพโดยตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ แบบ  CLSM   ทีÉกาํลงัขยาย  200 เท่า   

 

4.2.3  ศึกษาจุลวทิยาของเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะของตวักลางภายในระบบการ

ทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  reactor)  

4.2.3.1 การหาปริมาณแบคทีเรียดีไนตริไฟองิในระบบการทดลองแบบกะ   

ผลการตรวจนับแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉองดว้ยเทคนิค MPN  พบแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง กลุ่ม  Denitrifying  Bacteria  (DB)  เท่ากบั 

930 ×109 เอม็พีเอน็/มล./ตร.ม.   และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง กลุ่ม  Nitrate  Reducing  Bacteria  (NRB) 
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เท่ากบั 580 ×109 เอ็มพีเอ็น/มล./ตร.ม.  ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพทางเคมี ทีÉบ่ง

บอกว่าระบบสามารถบาํบดัสารประกอบไนเตรทอยู่ในระดบัทีÉไม่เป็นอนัตรายต่อปลา   แสดงให้

เห็นว่าในระบบการเพาะเลีÊยงทีÉดาํเนินการอยูเ่กิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัไดดี้   ส่งผลให้ภายใน

ระบบมีการบาํบดัไนเตรทไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 

 นอกจากนัÊ นได้ตรวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ในระบบจาก

ปริมาณของแข็งแขวนลอยทีÉระเหยง่าย  (VSS : Volatile suspended solids ) และนาํมาวิเคราะห์หา

นํÊ าหนกัแหง้มวลชีวภาพทีÉผลิตไดต่้อซบัเตรททีÉใชไ้ป (Yield)   จากชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา) 

และ ชุดการทดลองทีÉ 2  (เติมปลาทบัทิม)   ตามลาํดบั    จากระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง (Continuous  

Reactor)     พบว่าชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา)  พบว่าภายในถงับาํบดั และ ภายในระบบ  มีค่า  VSS 

เท่ากบั 287×106  มก./ตร.ม.  และ  362 ×106  มก./ตร.ม. ตามลาํดบั  และมีค่า   Yield  เท่ากบั  186×103   

กรัมเซลล/์กรัมซบัเตรท/ตร.ม.  และ 148 ×103   กรัมเซลล/์กรัมซบัเตรท/ตร.ม.  ตามลาํดบั  ส่วนชุด

การทดลองทีÉ 2  (เติมปลาทบัทิม) ภายในถงับาํบดั  และภายในระบบ  พบว่ามีค่า  VSS   เ ท่ากบั   

590 ×106  มก./ตร.ม.   และ 480 ×106  มก./ตร.ม.  ตามลาํดบั   และ  มีค่า   Yield  246 × 103 กรัม

เซลล/์กรัมซบัเตรท/ตร.ม.   และ 306 ×103  กรัมเซลล/์กรัมซบัเตรท/ตร.ม . ตามลาํดบั  ผลทีÉไดท้าํให้

ทราบถึงปริมาณจุลินทรียภ์ายในระบบพบว่ามีปริมาณทีÉสูง  ส่งผลให้เกิดการบาํบดัไนโตรเจนทีÉ

สมบูรณ์  ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพทางเคมี   

 

4.2.3.2  ศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียจากเมอืกชีวภาพทีÉยดึเกาะบน

ผวิของตวักลาง  

การตรวจสอบโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียด้วยเทคนิค FISH 

เป็นการศึกษาโครงสร้างของจุลินทรียจ์ากเมือกชีวภาพทีÉยดึเกาะบนผวิตวักลางจากชุดการทดลองทีÉ  1 

(ไม่เติมปลา)  และชุดการทดลองทีÉ 2 (เติมปลาทบัทิม)     โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ  

ชุ ด ก า ร ท ด ลอ ง ทีÉ  1 ( ไ ม่ เ ติ ม ป ลา )  พ บ แ บ ค ที เ รี ย ใ น ไ ฟ ลัม 

Proteobacteria โ ด ย เ ฉ พ า ะ ก ลุ่ ม ย่ อ ย  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria แ ล ะ 

Gammaproteobacteria  ร้อยละ 11,  10  และ  26  ตามลาํดบั    ส่วนชุดการทดลองทีÉ  2 (เติมปลา

ทับทิม)    พบแบคทีเรียในไฟลมั Proteobacteria โดยเฉพาะกลุ่มย่อย  Alphaproteobacteria,  

Betaproteobacteria  และ Gammaproteobacteria ร้อยละ 13,  9  และ 27  ตามลาํดบั (ภาพทีÉ  24)  ซึÉง

เทคนิคดงักล่าวพบว่า   ดีเอน็เอโพรบทีÉใชใ้นการทดลองทีÉใชใ้นการทดลองครัÊ งนีÊ ไม่ครอบคลุมต่อ

กลุ่มแบคทีเรียภายในระบบการทดลอง   จึงได้นาํเอาเทคนิค DGGE มาศึกษาควบคู่ไปกับเทคนิค 
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ภาพทีÉ 24  การตรวจสอบโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรีย ดว้ยเทคนิค   FISH  โดยมีสดัส่วนเป็นร้อยละ

ของแบคทีเรียระดบัไฟลมัไปจนถึงระดบัสปีชีส์    เมืÉอเทียบกบัดีเอ็นเอโพรบ EUB ซึÉง

เป็นดีเอ็นเอโพรบทีÉจาํเพาะต่อแบคทีเรียทัÊ งหมด   กาํหนดให้ชุดการทดลองทีÉ 1 คือ 

ชุดการทดลองทีÉไม่เติมปลา  และชุดการทดลองทีÉ 2  คือ ชุดการทดลองทีÉมีการเติมปลา

ทบัทิม จาํนวน 15 ตวั/ตู ้  

 

4.2.3.3  ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียจากเมอืกชีวภําพในระบบการ

เลีÊยงปลาทับทิมแบบต่อเนืÉองด้วยเทคนิค DGGE  

การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเ รียดีไนตริไฟอิงจาก

เมือกชีวภาพ    ภายในถงับาํบดัจากระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง   จากระบบจากชุดการทดลองทีÉ  1 

(ไม่เติมปลา)  และชุดการทดลองทีÉ  2 (เติมปลาทบัทิม)  นาํมาศึกษาด้วยเทคนิค DGGE  ซึÉงเป็น

การศึกษาควบคู่ไปกับเทคนิค FISH เพืÉอทาํให้ทราบถึงความหลากหลายของกลุ่มประชากร

แบคทีเรียในเมือกชีวภาพภายในระบบการทดลอง    โดยมีรายละเอียดของผลการศึกษาดงันีÊ  

ชุดการทดลองทีÉ 1  ในช่วงเริÉ มการทดลองทีÉ 2 (ภาพทีÉ 25 แบบL )  

พบแบคทีเรียทีÉมีลกัษณะเด่น  คือแบคทีเรียทีÉคาดว่าเป็น  Methylophaga  sulfidovorans   ซึÉงเป็น

กลุ่มยอ่ยในคลาส Gammaproteobacteria  นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียทีÉคาดว่าจีนัส Luteolibacter, 

Paracoccus,  Bacillus  และ Aminiphilus  ตามลาํดับ   ส่วนในช่วงสิÊนสุดการทดลองในช่วงการ
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ทดลองทีÉ 2 (ภาพทีÉ  25 แบบ J )   พบแบคทีเรียทีÉมีลักษณะเด่น  คือแบคทีเรียทีÉคาดว่าจีนัส 

Phycisphaera   นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียทีÉคาดว่าจีนัส  Ruegeria    และส่วนในช่วงการทดลองทีÉ 3 

ซึÉงเป็นช่วงยืนยนัประสิทธิภาพของระบบ  (ภาพทีÉ 25 แถบ G )  พบแบคทีเรียทีÉมีลกัษณะเด่น คือ

แบคทีเรียทีÉคาดว่าเป็น  Methylophaga  sulfidovorans     นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียทีÉคาดว่าจีนัส 

Phycisphaera  และ  Bacillus ตามลาํดบั   

ส่วนในชุดการทดลองทีÉ 2 ในช่วงเริÉมการทดลองทีÉ 2 (ภาพทีÉ 25 แถบ K )   

ของระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองในช่วงเริÉมระบบ  พบแบคทีเรียทีÉมีลกัษณะเด่น  คือแบคทีเรียทีÉ

คาดว่าเป็นจีนัส  Luteolibacter  นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียทีÉคาดว่าจีนัส   Paracoccus,  Bacillus 

และ  Rhobacter    และเชืÊอ Desulfsarana sp.  ในช่วงสิÊนสุดการทดลองในช่วงการทดลองทีÉ  2 

(ภาพทีÉ 25 แถบ I )   พบแบคทีเรียทีÉมีลกัษณะเด่น คือ  พบแบคทีเรียทีÉคาดว่าเป็นจีนัส Bradyrhizobium   

นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียทีÉคาดว่าเป็นจีนัส  Phascolarctobacterium และ Rhobacter  และส่วน

ในช่วงการทดลองทีÉ 3 ซึÉงเป็นช่วงยนืยนัประสิทธิภาพของระบบ  (ภาพทีÉ 25 แถบ H )  พบแบคทีเรีย

ทีÉมีลกัษณะเด่น คือแบคทีเรียทีÉคาดว่าเป็นจีนัส  Haloferula  นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียทีÉคาดว่า

เป็นจีนสั  Paracoccus และ Rhobacter     
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3. Uncultured Phycisphaera  sp. 

16.Uncultured Aminiphilus    sp. 

12.Uncultured Phycisphaera  sp 
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2 และ10 Bacillus sp 
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ภาพทีÉ 25  การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงยนี 16S rDNA ดว้ยเทคนิค DGGE 

จากตวัอยา่งเมือกชีวภาพ ภายในระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง   (ระดบัความเค็ม 15  ppt)  

โดยกาํหนดให้ช่วงทดสอบประสิทธิภาพหลงัเติมปลาทบัทิมของชุดการทดลองทีÉ  1 

(ไม่เติมปลา)  คือ L ช่วง และ J  คือช่วงเริÉ มตน้ของระบบการทดลอง  และสิÊนสุดระบบ

ของการทดลองส่วนในชุดการทดลองทีÉ 2  (เติมปลาทบัทิม)    คือ  K และ I  คือ ช่วง

เริÉ มต้นของระบบการทดลอง และสิÊ นสุดระบบของการทดลอง   และช่วงยืนย ัน

ประสิทธิภาพของระบบการทอลองแบบต่อเนืÉองของชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา)  คือ  

G  และส่วนในชุดการทดลองทีÉ 2 (เติมปลาทบัทิม)  คือ H  


