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บททีÉ  5 

บทย่อ สรุปผล อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 บทย่อ 

งานวิจยัครัÊ งนีÊ เนน้การติดตามการเปลีÉยนแปลงของโครงสร้างชุมชนจุลินทรียใ์น

เมือกชีวภาพทีÉยดึเกาะบนผิวตวักลาง   จากแบบจาํลองสภาพการสะสมของไนเตรทภายในระบบ

การเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าโดยทาํการศึกษาในระดบัห้องปฏิบติัการ    เริÉ มตน้จากการติดตัÊ งถงัปฏิกิริยา

แบบกึÉงกะ (Semi-Batch Culture)  โดยทาํการเก็บรวบรวมกลา้เชืÊอทีÉจากงานวิจยัทีÉผา่นมาของหน่วย

วิจยัเทคโนโลยชีีวภาพการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ า    มหาวิทยาลยัทกัษิณ    โดยติดตามศึกษาความสมัพนัธ์

ของการเปลีÉยนแปลงจุลินทรียโ์ดยเฉพาะกลุ่มแบคทีเรียในเมือกชีวภาพกบัประสิทธิภาพการบาํบดั

ไนเตรทภายในระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าในแต่ละช่วงเวลา     ดว้ยเทคนิค FISH ร่วมกบัเทคนิค 

DGGE  เป็นการนําเอาเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาประยุกต์ใช้เพืÉอศึกษาความหลากหลายของ

ประชากรจุลินทรียภ์ายในเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  ภายในระบบการ

เพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียน   ควบคู่กบัการศึกษาลกัษณะภายนอกของเมือกชีวภาพทีÉยดึเกาะ

บนพืÊนผิววสัดุตวักลางทีÉเหมาะสม  ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ CLSM  และ กลอ้งจุลทรรศน์แบบ 

SEM   เพืÉอใชเ้ป็นแนวทางหนึÉ งในการพฒันางานดา้นกระบวนการบาํบดันํÊ าเสียจากการเพาะเลีÊยง

สตัวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียน   หรือระบบใกลเ้คียงอืÉนๆ เช่น การเลีÊยงปลาในกระชงั หรือการเลีÊยงปลา

สวยงาม เป็นต้น    ควบคู่กับการใชว้ิธีบาํบัดนํÊ าทิÊงทางชีวภาพ   ผลการศึกษา   พบว่าแผ่นอวน

ไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว   เป็นตวักลางทีÉมีประสิทธิภาพการบาํบดั

ไนเตรทไดดี้ทีÉสุด   และเมืÉอการตรวจสอบโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียภายในเมือกชีวภาพดว้ย

เทคนิค   FISH  มีการตรวจพบปริมาณ แบคทีเ รียในไฟลัม    Proteobacteria   คลาส  

Gammaproteobacteria   เป็นกลุ่มเด่น จากทัÊง 2 ชุดการทดลอง  แต่จากเทคนิค  DGGE พบว่าทัÊ ง 2 

ชุดการทดลองนัÊนพบว่า ในชุดการทดลองทีÉ 1  พบแบคทีเรีย Methylophaga  sulfidovorans  ซึÉงเป็น

สมาชิกในคลาส Gammaproteobacteria  เป็นกลุ่มเด่น  และชุดทดลองทีÉ 2  พบแบคทีเรียคาดว่าเป็น

จีนสั Luteolibacter ซึÉงเป็นสมาชิกในคลาส Verrucomicrobiae  เป็นกลุ่มเด่น คาดว่าน่าเป็นกลุ่มทีÉมี

บทบาทในการรีดิวซไ์นเตรทใหก้ลายไปเป็นก๊าซไนโตรเจน    ดงันัÊนในการออกแบบระบบบาํบดั

ไนเตรทจากการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียนนัÊนแบบยึดเกาะกบัตวักลาง (Attached-Growth 

System) จะตอ้งคาํนึงถึงหลายปัจจยัในดา้นต่างๆ    เพืÉอสามารถเพิÉมผลผลิตไดสู้งสุดแลว้เกิดความ

มั Éนคงและย ั Éงยนื    เพืÉอใชเ้ป็นแนวทางหนึÉงในการพฒันางานดา้นกระบวนการบาํบดันํÊ าเสียจากการ
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การเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียน   หรือระบบใกลเ้คียงอืÉนๆ เช่น การเลีÊยงปลาในกระชงั หรือ

การเลีÊยงปลาสวยงาม เป็นตน้  

 

5.2  สรุปผลการศึกษา  

 5.2.1  การเพาะเลีÊยงกลา้เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงแบบ

กึÉงกะ   เป็นวิธีการทีÉเหมาะสาํหรับการเพาะขยายกลา้เชืÊอทีÉตอ้งการปริมาณมากในระยะเวลาอนัสัÊน  

แต่มีขอ้เสีย  คือ เมืÉอเพาะเลีÊยงกลา้เชืÊอแบคทีเรียแบบกึÉงกะเป็นเวลานานๆ ประสิทธิภาพของระบบ

ในการบาํบัดไนเตรทลดน้อยลง  เนืÉองจากไม่มีการควบคุมอายุตะกอนจุลินทรียโ์ดยการระบาย

ตะกอนส่วนเกินออกไปอยา่งเหมาะสม   จึงมีปริมาณตะกอนจุลินทรียแ์ก่และตายเพิÉมมากขึÊน  ทาํให้

ระบบมีประสิทธิภาพตํÉาลง  นอกจากนัÊนการตรวจสอบโครงสร้างชุมชนจุลินทรียด์ว้ยเทคนิค FISH 

ของแบคทีเรียไนตริไฟอิง  พบว่าแบคที เรียในไฟลัม Proteobacteria โดยเฉพาะคลาส 

Alphaproteobacteria  โดยพบว่าเป็นกลุ่มเด่น   และกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  พบแบคทีเรียใน

ไฟลมั Proteobacteria โดยเฉพาะคลาส Gammaproteobacteria พบว่าเป็นกลุ่มเด่น    

 5.2.2  จากการตรวจสอบโครงสร้างชุมชนจุลินทรียภ์ายในเมือกชีวภาพทีÉเกิดจาก

กลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง   ดว้ยเทคนิค FISH  จากการเพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ   ระบบการทดลอง

แบบกะ (ถงัปฏิกิริยาทีÉมีการบาํบัดไนเตรทไดดี้ทีÉสุด)  และระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง   พบ

แบคทีเรียในไฟลมั  Proteobacteria  โดยเฉพาะคลาส Gammaproteobacteria โดยพบว่าเป็นกลุ่มเด่น   

ซึÉงข้อดีของเทคนิค FISH คือ สามารถตรวจสอบแบคทีเรียทีÉมีอยู่จริงในสภาวะแวดลอ้มตาม

ธรรมชาติ   หรือระบบทีÉติดตัÊงขึÊน   แต่เทคนิคดงักล่าวมีขอ้จาํกดัในการศึกษาความหลากหลายต่อ

กลุ่มแบคทีเรีย   และดีเอ็นเอโพรบทีÉใชใ้นเทคนิค  FISH   ภายในห้องปฏิบตัิการมีขอ้จาํกดัเรืÉ อง

ดีเอน็เอโพรบทีÉใชใ้นการทดลอง   จึงจาํเป็นตอ้งใชเ้ทคนิค DGGE ทาํการศึกษาควบคู่กบัการศึกษา

โครงสร้างชุมชนแบคทีเรียด้วยเทคนิค FISH  เพืÉอทาํให้ทราบถึงความหลากหลายของกลุ่ม

ประชากรแบคทีเรียในเมือกชีวภาพภายในระบบการทดลอง 

 5.1.3  จากการศึกษาความหลายหลายของประชากรจุลินทรียภ์ายในเมือกชีวภาพ

ทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงภายในระบบการทดลองแบบกะ  และระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉอง  ดว้ยเทคนิค DGGE   พบว่าในระบบการทดลองแบบกะ  พบแบคทีเรีย Methylophaga  

sulfidovorans  ซึÉ งเป็นสมาชิกในคลาส Gammaproteobacteria เป็นกลุ่มเด่น นอกจากนัÊ นยงัพบ

แบคทีเรียในคลาส  Alphaproteobacteria,  Synergistia, Deltaproteobacter, Bacteriodia, Clostridia  

และ Sphingobacteria  ส่วนในระบบการทดลองแบบต่อเนืÉองในช่วงการทดลองทีÉ 2 ของชุด
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ควบคุม   พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria, Verrucomicrobiae, Phycisphaerales, 

Bacillales,   Alphaproteobacteria  และ Synergistia   ส่วนในชุดทดลอง  พบแบคทีเรียทีÉมีความ

คลา้ยก ับจีนัส  Luteolibacter, Paracoccus, Bacillus, Rhobacer, Bradyrhizobium และ 

Phascolarctobacterium   ส่วนในช่วงการทดลองทีÉ 3 ในชุดควบคุม พบแบคทีเรียในคลาส 

Phycisphaerales  และ Bacillales   ส่วนชุดการทดลอง พบแบคทีเรียในคลาส Verrucomicrobiae   

Alphaproteobacteria  และ  Rhobacteria  

 5.1.4  การแกไ้ขปัญหาไนเตรทสะสมโดยการคดัเลือกตวักลางทีÉเหมาะสมต่อการ

ยึดเกาะของกลา้เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงเพืÉอเร่งกระบวนการการบาํบดัไนเตรทในระบบการ

ทดลองแบบกะ  พบว่าตวักลางทีÉเหมาะสมต่อการบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด  คือ แผ่นอวนไนลอน

ชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว  เป็นตวักลางทีÉมีประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรท

ไดดี้ทีÉสุด  เนืÉองดว้ยแผน่อวนไนลอนมีลกัษณะโครงสร้างทางกายภาพเป็นเสน้ใยทีÉนาํมาทอเป็นเสน้

สายแบบตาข่าย    และลกัษณะพืÊนผวิของแต่ละเสน้นัÊนมีลกัษณะผวิหยาบและไม่ลืÉน   ทาํให้มีพืÊนทีÉ

เหมาะสมต่อการเขา้ไปยดึเกาะของกลา้เชืÊอจุลินทรีย ์   แลว้พฒันากลายเป็นเมือกชีวภาพไดดี้ทีÉสุด   

5.1.5 การติดตามประสิทธิภาพการควบคุมคุณภาพนํÊ าของระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉอง  พบว่าในช่วงการทดลองทีÉ 2 ของระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง  พบว่าในชุด

ควบคุมและชุดทดลองมีผลคลา้ยกนั  ซึÉงประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรทไดส้มบูรณ์   ส่วนในช่วงการ

ทดลองทีÉ 3 ซึÉงเป็นการศึกษาเพืÉอยืนยนัประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรทของระบบ   พบว่าในชุด

ควบคุมและชุดทดลองมีผลคลา้ยกนั ซึÉงประสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรท คิดเป็นร้อยละ 97    

5.1.6 ผลการศึกษาทางจุลชีววิทยาของเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มจุลินทรียต่์างๆ 

จากระบบการทดลอง   ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบต่างๆ ไดแ้ก่ กลอ้งจุลทรรศน์แบบฉากสว่าง  

แบบ CLSM  และแบบ SEM   พบว่าภายในเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะบนผิวตวักลางทีÉเป็นแผ่นอวน

ไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊว  ประกอบไปดว้ยแบคทีเรียรูปร่างท่อนสัÊน 

ท่อนยาว กลม และเป็นเส้นไย อยู่ปะปนกนั  แลว้เขา้มายึดเกาะและสร้างสารพอลิเมอร์ทีÉเรียกว่า  

Extracellular  Polymer  Substance (EPS)  ซึÉงเป็นสารทีÉแบคทีเรียใชใ้นการยดึเกาะกนั  และเกาะบน

พืÊนผวิตวักลางมากขึÊน  พบว่าในช่วงแรกของการทดลองพบการเกิดเมือกชีวภาพบางๆ     แต่เมืÉอ

ระบบดาํเนินไปอยา่งต่อเนืÉอง     พบว่าเมือกชีวภาพเริÉมหนาและจบัเกาะตวักนัเป็นกลุ่ม     เป็นผลทาํ

ใหมี้การติดสีของสียอ้มเรืองแสงแต่ละชัÊนแตกต่างกนั   และพบว่าชัÊนบนสุดมีการติดสียอ้มเรืองแสง

มากทีÉสุด    

5.1.7   เทคนิค FISH  และเทคนิค DGGE   เป็นเทคนิคทางชีวโมเลกุลทีÉใชใ้นการ

ตรวจสอบจุลินทรียที์Éมีอยูจ่ริงในสภาวะแวดลอ้มตามธรรมชาติ   เนืÉองจากจุลินทรียบ์างกลุ่มนัÊนไม่
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สามารถนาํมาตรวจสอบไดโ้ดยใชเ้ทคนิคการเพาะเลีÊยงเชืÊอได ้   แต่อย่างไรก็ตามเทคนิค FISH  

ก็ยงัมีขอ้จาํกดั  คือ  ดีเอ็นเอโพรบทีÉใชใ้นการทดลองมีขอ้จาํกดัในการศึกษาความหลากหลายต่อ

กลุ่มแบคทีเรียในระบบการทดลอง   ต้องมีการออกแบบใหม่ซึÉงเป็นเหตุให้อาจตอ้งเลือกเทคนิค

ทางดา้น 16S rRNA อืÉนเขา้มาช่วย เช่น Clone  Library  Analysis หรือ DGGE ก่อน  ดงันัÊนจึงได้

นาํเอาเทคนิค DGGE มาศึกษาควบคู่ไปกบัเทคนิค FISH  เพืÉอลดขอ้จาํกดัของเทคนิค FISH  และเพืÉอ

ทาํใหท้ราบถึงหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในเมือกชีวภาพจากระบบการทดลองไดอ้ย่างมี

ประสิทธิภาพ   แต่เทคนิค DGGE ก็ยงัมีขอ้จาํกดั คือ ศึกษาไดใ้นยีนทีÉมีขนาดประมาณ 200 bp 

สูงสุดไม่เกิน 500 bp เท่านัÊน 

 

5.3  อภิปรายผลการทดลอง  

5.3.1 การเพิÉมขยายกล้าเชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟองิและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงด้วย

ระบบการทดลองแบบกึÉงกะ 

ผลการตรวจสอบทางเคมีเห็นไดช้ดัเจนว่าในช่วงแรกภายในถงั Single  Tank NB   

และ ถงั Single  Tank  DNB ในช่วงแรก    มีการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนั   และกระบวนการ

ดีไนตริฟิเคชนัทีÉสมบูรณ์นัÊนตอ้งใชร้ะยะเวลามากกว่า   21 วนั  เหตุผลเนืÉองจากเป็นช่วงปรับตวัของ

แบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง   ทีÉมีการเปลีÉยนรูปแบบการเพาะเลีÊยงจากแบบ

ต่างๆไปเป็นแบบกึÉงกะ    ซึÉงมีลกัษณะการเติมนํÊ าทิÊงสังเคราะห์ใหม่เมืÉอมีการบาํบดัไนเตรทอย่าง

สมบูรณ์    ต่อมาเมืÉอแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงปรับสภาพให้เข้ากบัการ

เพาะเลีÊยงแบบกึÉงกะ   พบว่าภายในถงั Single  Tank NB   มีการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนัทีÉสมบูรณ์ขึÊน    

จากการทาํงานของแบคทีเรียไนตริไฟอิงทีÉอยู่ในระบบทัÊ งสองกลุ่มคือ AOB  ซึÉ งออกซิไดส์

แอมโมเนียเป็นไนไตรท ์ และ  NOB  ออกซิไดส์ไนไตรทเ์ป็นไนเตรท  (Sofia et al.  2003 : 19-23 )   

และ ถงั Single  Tank  DNB  มีการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัทีÉสมบูรณ์ขึÊน   จากการทาํงาน

ของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีÉอยูใ่นระบบทัÊงสองกลุ่มคือ  NRB  ซึÉงรีดิวซไ์นเตรทเป็นไนไตรท ์ และ 

DB   รีดิวซ์ไนไตรท์ให้เป็นก๊าซไนโตรเจน  (เกยรู คาํคง.  2550 : 22)  โดยพบว่าใชร้ะยะเวลา

กระบวนการดงักล่าวเพียง 7  วนั   เมืÉอเปรียบเทียบกบัในช่วงเริÉมแรกของการทดลองเพาะขยายกลา้

เชืÊอแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง   แสดงว่าเมืÉอมีการเพาะเลีÊยงกลา้เชืÊอในระยะ

เวลานานส่งผลให้มีจุลินทรียที์Éแก่และตายเพิÉมมากขึÊน    เนืÉองจากไม่ไดมี้การควบคุมอายุตะกอน

จุลินทรียท์าํให้เกิดการย่อยสลายทีÉไม่สมบรูณ์    จึงมีการปรับระยะเวลาของการเติมแอมโมเนีย

และไนเตรทลงไปในถงัเพาะขยายกลา้เชืÊอแบคทีเรียในการทดลอง      ซึÉงสอดคลอ้งกับผลการ
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ตรวจนับแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง   ด้วยเทคนิค  MPN  แบบไมโคร

เทคนิค    พบแบคทีเรียกลุ่ม Ammonium  Oxidizing  Bacteria (AOB)   และแบคทีเรียไนตริไฟอิง  

กลุ่ม  Nitrite  Oxidizing  Bacteria  (NOB)  มีจาํนวนเพิÉมขึÊน    และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงพบ

แบคทีเรียกลุ่ม  Denitrifying  Bacteria  (DB)  และ แบคทีเรียดีไนตริไฟอิง กลุ่ม  Nitrate Reducing  

Bacteria  (NRB)   ก็พบว่ามีจาํนวนเพิÉมขึÊ นเช่นเดียวกบัแบคทีเรียไนตริไฟอิง  ทีÉพบว่ามีการเกิด

กระบวนการไนตริฟิเคชนัและกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัทีÉสมบูรณ์   

การตรวจสอบโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  

ดว้ยเทคนิค FISH ภายในถงั Single  Tank  NB และ ถงั Single tank DNB   เพืÉอยืนยนัว่าในระบบมี

แบคทีเรียไนตริไฟอิงและแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงอยู่ในระบบจริง  โดยใช้ดีเอ็นเอโพรบ  ALF1b, 

BET42a  และ GAM42a  เพืÉอตรวจสอบแบคทีเรียในไฟลมั  Proteobacteria  พบว่าใน Single   Tank  NB  

ทีÉมีการบาํบดัแอมโมเนียเกือบสมบูรณ์  พบแบคทีเรียคลาส  Alphaproteobacteria  ในปริมาณมาก   

และในถัง Single Tank DNB  ทีÉ มีการบําบัดไนเตรทเกือบสมบูรณ์  พบแบคทีเรียคลาส

Gammaproteobacteria  ซึÉงพบมากทีÉสุด   ซึÉงเป็นเซลลแ์บคทีเรียทีÉติดดีเอ็นเอโพรบ GAM42a  ส่วน

ใหญ่มีลกัษณะเป็นรูปท่อน และกระจายตวัโดยเกาะกนัไม่แน่นซึÉงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของเกยรู 

คาํคง  (2550)  ไดต้รวจสอบกลุ่มแบคทีเรียไนตริไฟอิงและ ดีไนตริไฟอิงในระบบการเพาะเลีÊยงสตัว์

นํÊ าแบบนํÊ าหมุนเวียน  พบแบคทีเรียไนตริไฟอิงคลาส  Alphaproteobacteria  ทีÉพบในปริมาณมาก   

และแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงคลาส Gammaproteobacteria ซึÉงพบมากทีÉสุด   

 

5.3.2 การคดัเลอืกตวักลางทีÉเหมาะสมในการใช้ระบบจุลนิทรีย์ยดึเกาะกบัตวักลาง

ในการกาํจดัไนเตรท 

การคัดเลือกชนิดของตัวกลางทีÉ มีความเหมาะสมต่อการใช้ในระบบ

จุลินทรียย์ดึเกาะกบัตวักลางในการบาํบดัไนเตรท   ซึÉงในการทดลองครัÊ งนีÊ ไดเ้ลือกใชต้วักลางทีÉเป็น

ทีÉนิยมใชก้นัโดยทั ÉวไปในการเพาะเลีÊยงสตัวน์ํÊ าจาํนวน  4  ชนิด   เปรียบเทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม  

พบว่า แผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตัดเป็นชิÊนสีÉ เหลีÉยม ขนาด 1×1 นิÊ ว  เป็นตัวกลางทีÉ มี

ประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด โดยพิจารณาจากการเปลีÉยนแปลงปริมาณไนเตรทภายใน

ถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางแต่ละชนิดเทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม   โดยพบว่าในช่วงแรกของระบบ

แต่ละถงัปฏิกิริยามีปริมาณไนเตรทเริÉมตน้ใกลเ้คียงกนั  คือถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางทัÊ ง  4  ชนิด คือ  

1)  แผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊว   2) เปลือกหอยนางรม 

3) Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก และ 4) หินภูเขาไฟ   เทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม   มีปริมาณความ
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เขม้ขน้ไนเตรท-ไนโตรเจน (NO3-N)   เริÉมตน้มีปริมาณเฉลีÉย 93.95 มก./ล.  89.96 มก./ล.   89.96 มก./ล.  

89.96 มก./ล. และ 98.90 มก./ล.  ตามลาํดบั   แต่เมืÉอระบบดาํเนินไปอย่างต่อเนืÉองในสัปดาห์ทีÉ   7 

ของการทดลอง    ระบบภายในถงัปฏิกิริยาดงักล่าวมีปริมาณไนเตรทลดลงไดเ้ร็วกว่าถงัปฏิกิริยาทีÉ

บรรจุตวักลางชนิดอืÉนเมืÉอเทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม   นอกจากนัÊนยงัพบว่าเมืÉอสิÊนสุดการทดลอง

ภายในถงัปฏิกิริยาดงักล่าวเหลือปริมาณไนเตรทนอ้ยกว่าถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางชนิดอืÉน   เมืÉอ

เทียบกบัถงัปฏิกิริยาควบคุม   เนืÉองดว้ยแผน่อวนไนลอนมีลกัษณะโครงสร้างทางกายภาพเป็นเส้น

ใยของไนลอนทีÉมีการนาํมาทอเป็นเสน้สายแบบตาข่าย    และลกัษณะพืÊนผิวของแต่ละเส้นใยนัÊนมี

ลกัษณะผวิหยาบและไม่ลืÉน    ทาํใหมี้พืÊนทีÉเหมาะสมต่อการเขา้ไปยึดเกาะของกลา้เชืÊอจุลินทรีย ์   แลว้

พฒันากลายเป็นเมือกชีวภาพไดดี้ทีÉสุด    และตกัลางดงักล่าวมีพืÊนทีÉผวิจาํเพาะสูงทีÉสุด   เมืÉอเปรียบเทียบ

กบัพืÊนทีÉผวิจาํเพาะของตวักลางทีÉเป็น Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก   เปลือกหอยนางรม   และหินภูเขาไฟ 

ทีÉพบว่าพืÊนผิวมีลกัษณะลืÉนและหยาบน้อยกว่าแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิ Êน

สีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊว   ทาํให้ยากต่อการเขา้ไปยึดเกาะของกลา้เชืÊอจุลินทรียแ์ลว้พฒันาไปเป็น

เมือกชีวภาพ   

นอกจากนัÊนเมืÉอเปรียบเทียบลกัษณะทางกายภาพของตวักลางแต่ละตวักลาง  

พบว่า ตวักลางทีÉเป็นแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊว   เป็น

ตัวกลางทีÉมีพืÊนทีÉผิวมากทีÉสุด    ทําให้สามารถกรองของเสียได้ประสิทธิภาพดี  มีนํÊ าหนักเบา     

สามารถกระจายตวัไดอ้ยา่งทั Éวถึง  ตะกอนไม่อุดตนัง่าย  สามารถรืÊอเอามาลา้งทาํความสะอาดไดง่้าย  

และมีความคงทน    สามารถดัดแปลงให้เขา้กับระบบปฏิกิริยาดงักล่าว  (สาํนักวิจยั และพฒันาประมง

ชายฝัÉง.  สืบคน้เมืÉอ 3 ธนัวาคม  2555,  จาก http://www.coastalaqua.com)   ส่วนตวักลางอีก  3 ชนิด

คือ Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก   เปลือกหอยนางรม  และหินภูเขาไฟ   นัÊนพบว่ามีนํÊ าหนกัมากกว่า   และ

เมืÉอดาํเนินการทดลองต่อไปนาน  ๆจะทาํใหต้วักลางดงักล่าวมีความหนัก   ไม่สามารถกระจายตวัไดอ้ย่าง

ทั Éวถึงภายในถงับาํบดั    ไม่สะดวกในการเคลืÉอนยา้ยเวลาลา้งทาํความสะอาด  และเมืÉอนาํตวักลางแต่ละ

ชนิดมาหาพืÊนทีÉผิวจาํเพาะก็พบว่า   แผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 

นิÊว   มีพืÊนทีÉผวิจาํเพาะสูงกว่าตวักลาง  Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก   เปลือกหอยนางรม   และหินภูเขาไฟ   

จึงทาํใหถ้งัปฏิกิริยาทีÉมีตวักลางเป็นแผน่อวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊว   

มีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทภายในระบบการทดลองไดดี้กว่าถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางอืÉน   

นอกจากขอ้ดีของตวักลางทีÉเป็นแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตดัเป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊว   

จากทีÉได้กล่าวมาแลว้ข้างตน้นัÊ น  ยงัพบว่าตวักลางดังกล่าวยงัสามารถหาไดง่้าย   มีราคาราคาถูก  

สามารถทาํความสะอาดง่าย  มีความคงทน  นํÊ าไหลผ่านไดท้ั Éวถึง   และยงัเป็นการนาํวสัดุทีÉไม่ใช้

ทาํอยา่งอืÉนแลว้กลบัมาใชใ้หม่   ซึÉงเป็นการประหยดัค่าใชจ่้ายของเกษตรกรไดอี้กดว้ย   (สาํนักวิจยั 
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และพฒันาประมงชายฝัÉง.  สืบคน้เมืÉอ  4 มกราคม  2556,  จาก http://www.coastalaqua.com)  ซึÉง

สอดคลอ้งกบัผลการตรวจนับจาํนวนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงดว้ยเทคนิค  MPN  แบบไมโครเทคนิค   

ปริมาณของแข็งแขวนลอยทีÉระเหยง่าย และการวิเคราะห์หามวลชีวภาพทีÉผลิตไดต่้อซบัเตรททีÉใชไ้ป  

(Yield)  แสดงใหเ้ห็นว่าในระบบการทดลองมีแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงมากเพียงพอต่อการบาํบดัไนเตรท   

ซึÉ งสอดคลอ้งกับปริมาณไนเตรททีÉสามารถบาํบัดได้เกือบสมบูรณ์   แสดงให้เห็นว่าจ ํานวน

แบคทีเรีย ดีไนตริไฟอิงมีปริมาณเพียงพอทีÉจะ รีดิวซ์ไนเตรท ทีÉ มีในระบบอย่างสมบูรณ์     

เช่นเดียวกบักบังานวิจยัของ Nam, Timmons, Montemagno  and Tsukuda  (2000 : 213–224) ทีÉ

พบว่าลกัษณะพืÊนผวิของวสัดุทีÉขรุขระ   หยาบ   ไม่ลืÉน   เหมาะต่อการเกาะของจุลินทรีย ์และพฒันา

กลายเป็นเมือกชีวภาพ   และงานวิจยัของ  กษิดิศ  หนูทอง  (2551 : 11-22)   ทีÉทาํการศึกษาการ

บาํบดัไนโตรเจนจากระบบการเพาะเลีÊยงสัตวน์ํÊ าแบบปิด      โดยใชร้ะบบเทคโนโลยีไบโอฟล็อค   

พบว่า  ภายในระบบการทดลองมีปริมาณมวลชีวภาพสูงทาํใหก้ระบวนการย่อยสารไนเตรทภายใน

ระบบ   ซึÉงเกิดจากกระบวนการดีไนตริฟิเคชนัจะสามารถเกิดไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ   นอกจากนัÊน

ยงัไดมี้การคาํนวณหาระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ (Hydraulic  Retention  Time (HRT)  จากทัÊ ง   

5  ถงัปฏิกิริยา  สามารถคาํนวณหาค่า HRT  ไดป้ระมาณ 8.7  วนั  ตามลาํดบั   โดยพบว่าถา้

ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ในระบบนาน   ทาํใหแ้บคทีเรียภายในถงัปฏิกิริยามีเวลาสัมผสักบันํÊ า

เสียไดน้านขึÊน  และโอกาสการยอ่ยสลายมีมากขึÊนทาํให้ประสิทธิภาพของการบาํบดัสารประกอบ

ไนโตรเจนมีประสิทธิภาพสูง  ซึÉงระยะเวลากกัพกันํÊ าทางชลศาสตร์จะมีช่วงเวลาทีÉเหมาะสมของ

ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์นัÊนพบว่าจะขึÊนอยูก่บัการออกแบบระบบการทดลอง   ซึÉงสอดคลอ้ง

กบัผลการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีทีÉพบว่าสามารถบาํบดัสารประกอบไนโตรเจนไดเ้กือบสมบูรณ์ 

เช่นเดียวกบัการศึกษาของ  Farajzadehha,  Mirbagheri,  Farajzadehha  and   Shayegan  (2012 : 90 – 95)    

ทีÉตรวจสอบค่า  HRT ทีÉเหมาะสมในถงัปฏิกิริยาแบบ UASB  ต่อการบาํบดันํÊ าเสีย  พบว่าค่า  HRT ทีÉ

เหมาะสมภายในถงัปฏิกิริยาแบบ UASB  คือ  4 ชั Éวโมง   ส่งผลใหภ้ายในระบบบาํบดัประสิทธิภาพ

ในการบาํบดัไนเตรทสูง  คิดเป็นร้อยละ  80  ของประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรททัÊงหมด     แต่

ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์นานก็มีขอ้เสียอยู่   คือทาํให้เชืÊอแบคทีเรียภายในถงัปฏิกิริยามี

ปริมาณตะกอนจุลินทรียแ์ก่และตายเพิÉมมากขึÊน  ทาํใหร้ะบบมีประสิทธิภาพตํÉาลง 

นอกจากนัÊนยงัไดมี้การศึกษาลกัษณะทั Éวไปของเมือกชีวภาพบนตวักลางแต่ละ

ชนิดพบว่า  การเกิดเมือกชีวภาพบนตัวกลางทีÉเป็นแผ่นอวนไนลอนชนิดทอไม่มีปมตัดเป็นชิÊน

สีÉเหลีÉยม ขนาด 1x1 นิÊ ว   พบว่ามีการเกิดเมือกชีวภาพบนตัวกลางดงักล่าวมากทีÉสุด  เนืÉองจาก

ลกัษณะพืÊนผวิของตวักลางดงักล่าวมีลกัษณะพืÊนผวิขรุขระ ไม่ลืÉน   เมืÉอเทียบกบัพืÊนผวิของตวักลาง

ทีÉเป็น Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก   เปลือกหอยนางรม  และหินภูเขาไฟ   ทีÉพบว่าพืÊนผิวของตวักลาง
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นัÊนมีความลืÉน   ทาํใหก้ารเกิดเมือกชีวภาพบนตวักลางน้อย  และตอ้งใชร้ะยะเวลาในการเกิดเมือกชีวภาพ

นานกว่าตวักลางทีÉพืÊนผวิขรุขระ  ไม่ลืÉน   ซึÉงเหมาะแก่การยึดเกาะของกลา้เชืÊอจุลินทรีย ์   แลว้พฒันา

กลายเป็นเมือกชีวภาพไดดี้ทีÉสุดและมีพืÊนทีÉผวิจาํเพาะสูง  และพบว่าเมือกชีวภาพทีÉเกาะบนผิวตวักลาง

มีลกัษณะเป็นแผน่บาง   สีนํÊ าตาล     และยงัพบว่าส่วนใหญ่รูปร่างของแบคทีเรียภายในเมือกชีวภาพ

ทีÉพบนัÊนมีรูปร่างลกัษณะเป็นรูปท่อนสัÊน  ติดสีแกรมลบ  และมีลกัษณะเป็นเสน้ใยปะปนกนัภายใน

แผ่นเมือกชีวภาพ    สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Mohan,  Mohanakrishna,  Raghavulu  and  Sarma 

(2007 : 3284 – 3292)   ศึกษาเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของ

ตวักลางจากระบบ  AnSBBR  ตรวจสอบพบว่าแบคทีเรียมีรูปท่อนยาว   และแบคทีเรียทีÉเป็นเส้นใย   

และ งานวิจยัของ Mohan,  Rao  and  Sarma (2007 : 108–117)    ศึกษาเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่ม

แบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของตวักลางจากระบบ SBBR  พบว่าภายในเมือกชีวภาพจาก

กลุ่มแบคทีเรียทีÉเขา้ไปยดึเกาะบนพืÊนผวิของตวักลาง   ตรวจพบทัÊงแบคทีเรียแกรมบวกจะอยูร่วมกนั

เป็นกลุ่มก้อน  และแบคทีเรียแกรมลบส่วนใหญ่เป็นรูปทรงกลม และพบการเรียงตัวแบบ 

Diplococci  อยูป่ะปนกนั  

การศึกษาลกัษณะของเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง 

ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์ แบบ SEM   จากถงัปฏิกิริยาทีÉมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทไดดี้ทีÉสุด 

พบว่าตัวอย่างเมือกชีวภาพในวนัทีÉ 30 ของการทดลอง  บนตัวกลางเริÉ มมีแบคทีเรียมายึดเกาะบน

พืÊนผวิตวักลาง   โดยแบคทีเรียเหล่านีÊ จะยึดเกาะกนัอย่างหลวมๆ  และใชส้ารจากเซลลแ์บคทีเรียทีÉ

ปล่อยออกมาเรียกว่า “ Extracellular  Polymer (EPS) ”  ซึÉงมีส่วนประกอบหลกัเป็นพอลิแซ็กคาไรด ์

ใชใ้นการยดึเกาะบนพืÊนผวิตวักลาง   และเซลลแ์บคทีเรียเขา้ดว้ยกนั  (Dreeszen.  2003 : 1-20)  ซึÉง

เมืÉอเพิÉมระดบักาํลงัขยายใหมี้กาํลงัขยายสูงขึÊนพบว่าภายในแผน่เมือกชีวภาพนัÊน  แบคทีเรียมีการจบั

ตวักนัโดยเกาะกนัค่อนขา้งกระจาย   และเมืÉอเพิÉมระดบักาํลงัขยายสูงขึÊนก็พบว่าแบคทีเรียทีÉเกาะตวั

กนัเป็นกลุ่มกอ้นนัÊน    ส่วนใหญ่มีรูปร่างท่อนสัÊน   ท่อนยาว   กลม  และเป็นเส้นใย    เกาะพนักนั 

ในวนัทีÉ 60  ของการทดลอง   พบว่าพืÊนผิวตวักลางมีการเกิดเมือกชีวภาพจากแบคทีเรียเพิÉมมากขึÊน 

และมีการจบัตวักนักลุ่มกอ้นซึÉงแบคทีเรียทีÉก่อตวัเป็นเมือกชีวภาพซึÉงเซลลแ์บคทีเรียภายใน

เมือกชีวภาพนัÊนส่วนใหญ่มีรูปร่างเป็น ท่อนสัÊนปะปนอยู่กบั แบคทีเรียทีÉเป็นแบบเส้นใยทีÉเกาะ

พนักนักลายเป็นกลุ่มกอ้น   มีการกระจายตวัค่อนขา้งตํÉา  และอยู่กนัค่อนขา้งหนาแน่น    และวนัทีÉ 

120 ของการทดลอง   พบว่าบนพืÊนผิวของตัวกลางมีการเกิดเมือกชีวภาพมีความหนามาก   โดย

พบวา่มีแบคทีเรียหลากหลายชนิดเกาะอยู่รวมกนั   ซึÉงแบคทีเรียเหล่านีÊ จะอยู่รวมกบัแบคทีเรียทีÉมี

ลกัษณะเป็นเสน้ใยเกาะพนักนัไปมากลายเป็นแผน่หนา  เป็นผลทาํใหมี้การกระจายตวัตํÉาและอยู่กนั

อย่างแออดั    ซึÉงการเกิดเมือกชีวภาพค่อนขา้งหนาแบบนีÊ แสดงให้เห็นว่าในระบบการเพาะเลีÊ ยง
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แบคทีเรียดีไนตริไฟอิงมีการเจริญเติบโตทีÉดี   ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาลกัษณะทางกายภาพของ

เมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของตวักลางแบบยอ้มเปียก    และ

งานวิจยัของ Dazhuang, Zhihui, Rowan, Liku, Ren and Peiling (2009 : 834–841 )  โดยทาํการศึกษา

ลกัษณะของเมือกชีวภาพ    และการอุดตนัภายในท่อขนส่งนํÊ า  พบว่ามีการเกิดเมือกชีวภาพทีÉเกิดจาก

กลุ่มแบคทีเรียทีÉเขา้ไปยดึเกาะบนพืÊนผวิของตวักลาง   เป็นผลทาํให้เกิดการอุดทนัของท่อในระบบ

บาํบดันํÊ าเสีย    และงานวิจยัของ Mohan et  al.  (2007 :  3284 – 3292)  ศึกษาเมือกชีวภาพจากระบบ 

AnSBBR พบแบคทีเรียเป็นรูปท่อนยาว  และแบคทีเรียทีÉเป็นเสน้ใยอยูก่นัหนาแน่น   เป็นผลทาํให้มี

การกระจายตวัตํÉา   และพบว่าเมืÉอดาํเนินระบบไปนานๆ ภายในระบบมีการเกิดเมือกชีวภาพทีÉหนา 

การศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากเมือกชีวภาพทีÉเกิดจาก

กลุ่มแบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึดเกาะบนพืÊนผิวของตวักลางดว้ยเทคนิค  FISH  จากถงัปฏิกิริยาทีÉมี

ประสิทธิภาพในการบาํบัดไนเตรทไดดี้ทีÉสุด  โดยตรวจสอบแบคทีเรียในไฟลมั Proteobacteria 

พบแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เป็นกลุ่มเด่น   ซึÉงคาดว่าน่าเป็นแบคทีเรียในจีนัส 

Methalophaga ซึÉงเป็นแบคทีเรียทีÉใชเ้มทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน     ซึÉงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ

เกยรู คาํคง  (2550)  ไดต้รวจสอบกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีÉใชเ้มทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน   

พบแบคทีเรียจีนัส  Methalophaga  ทีÉติดดีเอ็นเอโพรบ MPH730  และแบคทีเรีย  M.  marina ทีÉติด

ดีเอ็นเอโพรบ MPHm 994   ซึÉ งทัÊ งหมดเป็นกลุ่มย่อยในคลาส Gammaproteobacteria  และ

สอดคลอ้งกบังานวิจยัของดอกรัก ชยัสาร และคณะ (2550)  ไดต้รวจสอบแบคทีเรียดว้ยเทคนิค 

Clone  Library  จากตะกอนจุลินทรียใ์นกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั   พบแบคทีเรียจีนัส  Methylophaga     

ซึÉ งเป็นสมาชิกในคลาส Gammaproteobacteria เป็นกลุ่มเด่น   และน่าจะมีบทบาทสําคัญใน

กระบวนการดีไนตริฟิเคชันในนํÊ าทีÉมีความเค็มทีÉมีเมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน   เช่นเดียวกับ

การศึกษาของ Labbe  ́et al.  (2007 : 621-630)  ไดศึ้กษาโครงสร้างชุมชนจากเมือกชีวภาพทีÉใชเ้มทานอล   

และอาหารปลาหมกัเป็นคาร์บอนในกระบวนการดีไนตริฟิเคชันทางทะเล   และตรวจสอบ

จุลินทรียจ์าํเพาะทีÉใช้เมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน   พบแบคทีเรียจีนัส  Methalophaga   ทีÉติด

ดีเอ็นเอโพรบ  MPH730  ซึÉงเป็นกลุ่มย่อยในคลาส  Gammaproteobacteria   จากผลการศึกษา

โครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง   จากเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียทีÉเขา้ไปยึด

เกาะบนพืÊนผิวของตวักลาง  ยนืยนัไดว้่ามีแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงอยู่จริงภายในระบบ   ซึÉงมีความ

สอดคลอ้งกบัผลการตรวจสอบทางเคมี  และประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรท   ตวักลางดงักล่าว

จะนาํไปใชใ้นระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง   เพืÉอศึกษาและแกปั้ญหาของไนเตรทสะสมต่อไป   

จะเห็นไดว้่าดีเอน็เอโพรบทีÉใชใ้นเทคนิค  FISH   ภายในหอ้งปฏิบติัการมีขอ้จาํกดัเรืÉองดีเอน็เอโพรบ

ทีÉใชใ้นการทดลองไม่ครอบคลุมต่อกลุ่มแบคทีเรียภายในระบบการทดลอง   จึงไดน้าํเอาเทคนิค 
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DGGE มาศึกษาควบคู่ไปกบัเทคนิค FISH  ดงักล่าว   เพืÉอทาํให้คราบถึงความหลากหลายของกลุ่ม

ประชากรแบคทีเรียในเมือกชีวภาพภายในระบบการทดลองจึงได้นําเอาเทคนิค DGGE มา

ทาํการศึกษาควบคู่กบัเทคนิค FISH  

จากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากตวัอย่าง

เมือกชีวภาพ    จากการเปรียบเทียบภายในถงัปฏิกิริยาทัÊ ง  5  ถงัปฏิกิริยา   ด้วยเทคนิค DGGE  

พบว่าในถงัปฏิกิริยาทีÉมีแผน่อวนไนลอนชนิดทอไม่มีปม   ขนาด  1×1  นิÊว    ซึÉงเป็นถงัปฏิกิริยาทีÉมี

ประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทดีทีÉสุด   จากการเปรียบเทียบความเขม้ของแถบดีเอ็นเอภายใน

ถงัปฏิกิริยาดงักล่าว  พบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส  Aminiphilus  มีแถบดีเอ็นเอเขม้มากทีÉสุด  เมืÉอ

เทียบถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตวักลางชนิดอืÉนและถงัปฏิกิริยาควบคุมดงักล่าว  รองลงมาคือ  แบคทีเรีย

คาดว่าเป็นจีนสั  Dethiosulfatibacter    และเชืÊอ Methylophaga  sulfidovorans   พบว่ามีแถบดีเอน็เอ

เขม้ปานกลาง    และแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนสั  Xanthobacter   โดยพบว่ามีแถบดีเอน็เอเขม้นอ้ยทีÉสุด   

ตามลาํดับ   ส่วนในถงัปฏิกิริยาควบคุม  และถงัปฏิกิริยาทีÉมี Bioball ทีÉทาํจากพลาสติก  พบเชืÊอ 

Methylophaga  sulfidovorans   ซึÉงเป็นกลุ่มยอ่ยในคลาส Gammaproteobacteria  มีแถบดีเอ็นเอเขม้

มากทีÉสุดเมืÉอเทียบถงัปฏิกิริยาทีÉบรรจุตัวกลางชนิดอืÉน   ซึÉงสอดคลอ้งกบังานวิจัยของ Auclair,  

Parent  and  Villemur  (2012 : 726–735 )  ทีÉทาํการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียภายใน

เมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีÉใชเ้มทานอล   และอาหารปลาหมกัเป็นแหล่ง

คาร์บอน  พบแบคทีเรียจีนัส Methylophaga ซึÉงเป็นกลุ่มย่อยในคลาส Gammaproteobacteria เป็น

กลุ่มเด่น  และแบคทีเรียจีนสั Hyphomicrobium  และแบคทีเรียในคลาส Alphaproteobacteria  จาก

ตัวอย่าเมือกชีวภาพ  นอกจากนัÊ นภายในถังปฏิกิริยาดังกล่าวยงัพบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส 

Aminiphilus  และ Xanthobacter   โดยพบว่าทัÊง 2  จีนสันีÊ มีความเขม้ของแถบดีเอน็เอปานกลาง   ใน

ถงัปฏิกิริยาทีÉมีเปลือกหอยนางรม   และถงัปฏิกิริยาทีÉมีหินภูเขาไฟเป็นตวักลาง   พบแบคทีเรียคาดว่า

เป็นจีนัส  Aminiphilus  พบ ว ่าม ีแถบดี เอ็น เอเข้มเ มืÉอ เทียบกับแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส 

Dethiosulfatibacter   Xanthobacter    และเชืÊอ  Methylophaga   sulfidovorans   โดยพบว่ามีแถบดีเอ็นเอ

เข้มปานกลาง  ส่วนในตัวอย่างกลา้เชืÊ อแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  พบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส 

Aminiphilus   พบว ่าม ีแถบดีเอ็นเอเข้มเมืÉอเทียบกับแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส Bacnesiella  

Acetivibrios  และ Sphingobacterium   ทีÉพบว่าแต่ละจีนัสนัÊ นมีความเข้มของแถบดีเอ็นเอน้อย 

ตามลาํดบั  นอกจากนัÊนแบคทีเรียในจีนสั  Sphingobacterium  มีบทบาทสาํคญัในการรีดิวซไ์นเตรท 

(Boone, Castenholz  and Garrity.  2001 : 331)   จะเห็นไดว้่าเทคนิค DGGE  ทีÉนาํมาศึกษาควบคู่กบั

การตรวจสอบโครงสร้างแบคทีเรียดว้ยเทคนิค  FISH  นัÊน  แสดงให้เห็นถึงมีความหลากหลายของ

กลุ่มแบคทีเรียในจีนสัต่างๆทีÉพบไดแ้ต่ละถงัซึÉงเป็นเชืÊอกลุ่มเดียวกนั และเชืÊอแตกต่างกนั   ซึÉงจาก
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การตรวจสอบความหลากหลายของเชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงภายในเมือกชีวภาพ  พบว่า 

แบคทีเรียทีÉพบส่วนใหญ่จดัอยูใ่นกลุ่มย่อย Gammaproteobacteria  มากทีÉสุด   ซึÉงสอดคลอ้งกบัผล

จากการทดลองพบว่ามีความสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาโครงสร้างชุมชนดว้ยเทคนิค  FISH  ทีÉพบว่า

แบคทีเรียในคลาส  Gammaproteobacteria  เป็นกลุ่มจะเด่น   เนืÉองจากปัจจยัของแหล่งคาร์บอนทีÉ

ใชใ้นการทดลอง   ซึÉงใชเ้มทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน   นอกจากนัÊนยงัพบอีกว่าเทคนิค  DGGE  ทีÉ

ไดน้าํมาศึกษาควบคู่กบัการศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียดว้ยเทคนิค  FISH  เนืÉองจากดีเอน็เอโพรบ

ทีÉใชใ้นเทคนิค  FISH   ทีÉใชใ้นการทดลองครัÊ งนีÊ มีความหลายหลายไม่ครอบคลุมต่อกลุ่มแบคทีเรียทีÉ

เกีÉยวขอ้งต่อการบาํบดัสารประกอบไนโตรเจน   จึงจาํเป็นตอ้งใชเ้ทคนิค DGGE ร่วมกบัเทคนิค 

FISH  เพืÉอทาํให้ทราบถึงความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียภายในเมือกชีวภาพทีÉเกิดจาก

แบคทีเรียดีไนตริไฟอิงภายในระบบการทดลองแบบกะ จากทัÊ ง 5 ถงัปฏิกิริยา  โดยพบว่าภายใน

เมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียเขา้ไปยึดเกาะและรวมตวักนันัÊน  ประกอบไปดว้ยแบคทีเรีย

มากมายหลายกลุ่ม  โดยความสัมพนัธ์ของกลุ่มแบคทีเรียเหล่านีÊ มีทัÊ งการพึÉงพาอาศยักนั   และการ

แข่งขนักนั  โดยพบว่านอกจากแบคทีเรียกลุ่มทีÉสามารถยอ่ยสลายไนเตรทได ้    ซึÉงจดัว่าเป็นกลุ่มทีÉ

มีความโดดเด่นทีÉ สุดในระบบการทดลอง    แล้วยงัพบแบคทีเรียกลุ่มอืÉน เช่น แบคทีเรียทีÉ มี

ความสามารถยอ่ยสารพวกไทโอซลัเฟต   ซึÉงเป็นแบคทีเรียทีÉยอ่ยสลายซลัเฟต   ซึÉงแบคทีเรียจาํพวก

นีÊ สามาระเจริญเติบโตได้โดยการย่อยสลายไนเตรท   เช่นแบคทีเรียในจีนัส  Dethiosulfatibacter 

เจริญเติบโตภายในระบบการทดลอง  ซึÉงเป็นระบบทีÉไม่ใชอ้ากาศในการทดลอง  (กรมควบคุมมลพิษ, มปป) 

 

5.3.3  การติดตามประสิทธิภาพการควบคุมคุณภาพนํÊาของระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉอง (Continuous   Reactor)  

การติดตามประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทจากระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉองซึÉงแบ่งการทดลองออกเป็น  3 ช่วงการทดลอง  โดยในช่วงแรกเป็นการติดตัÊ งระบบ

การทดลองของชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา)   และชุดการทดลองทีÉ  2  เติมปลาทบัทิม จาํนวน  15  

ตวั/ตู ้  นัÊน   พบว่าใน 15 วนัแรกของระบบ   ประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรทยงัอยู่ในทิศทางทีÉดี  

เนืÉองจากยงัไม่มีการสะสมของสารประกอบไนโตรเจนในปริมาณทีÉมาก  ส่วนในช่วงทีÉสองซึÉงเป็น

ช่วงหลงัเติมกลา้เชืÊอแบคทีเรียพร้อมนํÊ าทะเลสังเคราะห์ลงในชุดการทดลองทีÉ  1  และเติมปลา

ทบัทิม 15 ตวั/ตู ้  พร้อมทัÊงกลา้เชืÊอแบคทีเรียและนํÊ าทะเลสงัเคราะห์ลงในชุดการทดลองทีÉ  2  พบว่า

ทัÊง 2 ชุดการทดลอง   เริÉมมีการสะสมของสารประกอบไนโตรเจน   และค่อยๆมีการเกิดขึÊนภายใน

ชุดการทดลอง ทัÊ ง 2  ชุการทดลอง  และพบว่ามีปริมาณเพิÉมสูงขึÊนในวนัทีÉ 31 ของการทดลอง 
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สาเหตุเนืÉองมาจากในช่วงแรกทีÉมีการเติมกลา้เชืÊอแบคทีเรียในชุดการทดลองทีÉ 1 และ ปลาทบัทิมใน

ชุดการทดลองทีÉ 2 นัÊน   ภายในระบบยงัไม่มีการเกิดกระบวนการไนตริฟิเคชนั   และกระบวนการ

ดีไนตริฟิเคชนั    เนืÉองจากช่วงแรกมีมีปริมาณแบคทีเรียภายในระบบน้อยไม่เพียงพอต่อปริมาณ

สารประกอบไนโตรเจนทีÉเกิดขึÊน  ทาํให้กระบวนการย่อยสลายสารประกอบไนโตรเจนภายใน

ระบบเกิดขึÊนนอ้ย   (สถาบนัทรัพยากรธรรมชาติและสิÉงแวดลอ้มฝัÉงอนัดามนั,  2551)  หลงัจากนัÊน

เมืÉอผา่นการทดลองไป 33 วนัของการทัÊง 2  ชุดการทดลอง   เริÉมมีการลดลงของปริมาณสารไนเตรทซึÉง

มีแนวโนม้ในการลดลงทีÉดีอยา่งต่อเนืÉอง   โดยพบว่าภายในระบบมีการเกิดกระบวนการดีไนตริฟิเคชนั

เพิÉมสูงขึÊน   เช่นเดียวกบัผลการตรวจนบัปริมาณแบคทีเรียทีÉพบในระบบมีมากขึÊน  (สาํนักวิจยั และ

พฒันาประมงชายฝัÉง.  สืบคน้เมืÉอ 3 ธนัวาคม  2555 จาก,  http://www.nicaonline.com)   หลงัจาก

ระบบเขา้สู่สภาวะสมดุลวนัทีÉ  71  ของการทดลอง  และเมืÉอสิÊนสุดการทดลอง  (การทดลองผ่านไป 

85 วนั)  พบว่าภายในระบบการทดลองมีปริมาณแอมโมเนียทีÉเหลือภายในไม่เกิด 0.6 มก./ล.  ส่วน

ปริมาณไนไตรท์  และไนเตรทของทัÊ ง 2 ชุดการทดลองนัÊน   พบว่ามีการบาํบดัไดอ้ย่างสมบูรณ์    

หลงัจากสิÊนสุดการทดลองพบว่าอตัราการรอดตายของปลาทับทิมนัÊ นตํÉ ามาก  ซึÉ งแตกต่างกับ

ประสิทธิภาพในการบาํบัดสารประกอบไนโตรเจน  ทีÉพบว่าหลงัสิÊนสุดการทดลองระบบการ

ทดลองสามารถบาํบดัสารประกอบไนโตรเจนไดอ้ยา่งสมบูรณ์    สาเหตุเนืÉองมาจากในระหว่างการ

ทดลองนัÊนผูท้าํการทดลองไดใ้หอ้าหารมากเกินความตอ้งการของสัตวท์ดลอง  ทาํให้เหลืออาหาร

ในตูท้ดลองมากเกินไป  และขนาดของตูไ้ม่พอเหมาะกบัขนาดสัตวท์ดลอง  โดยพบว่าเมืÉอทาํการ

เลีÊยงปลาทบัทิมไปในระยะเวลาทีÉนาน   ขนาดของตวัปลาแต่ละตวันัÊนมีขนาดเพิÉมมากขัÊน    ทาํให้

อยูก่นัอยา่งแออดั  เป็นผลทาํใหป้ลาทบัทิมเกิดความเครียด   และเกิดการตาย  เมืÉอสิÊนสุดการทดลอง

จึงเป็นสาเหตุทีÉทาํใหป้ลาทบัทิม   มีอตัราการรอดตายตํÉามาก    ซึÉงผลจากการตรวจวิเคราะห์คุณภาพ

ทางคมีสอดคลอ้งกบัผลการตรวจนับปริมาณแบคทีเรียมีปริมาณเพิÉมขึÊนเป็นผลทาํให้มีปริมาณ

เพียงพอต่อการบาํบดัสารประกอบไนโตรเจนทีÉเกิดมาจากการสะสมของตะกอนของเศษซาก

อินทรียข์องสิÉงมีชีวิตทีÉตาย  และสะสมภายในระบบบาํบดัภายในชุดการทดลองทีÉ  1 และจากการ

สะสมของเศษอาหารทีÉเหลือจากการกินและสิÉงขบัถ่ายของสัตวน์ํÊ า   ตลอดจนการสะสมจากตะกอน

ของเศษซากอินทรียข์องสิÉงมีชีวิตทีÉตาย   และสะสมภายในระบบบาํบดัภายในชุดการทดลองทีÉ 2  

(กษิดิษ หนูทอง,  2551 : 11-22)  ทีÉพบว่าหลงัสิÊนสุดการทดลองสามารถบาํบดัไนเตรทไดอ้ย่างสมบูรณ์  

นอกจากนัÊนยงัแสดงใหเ้ห็นว่าระบบการเพาะเลีÊยงแบบจุลินทรียย์ดึเกาะบนตวักลาง   ซึÉงเกิดจากการ

ทีÉจุลินทรียเ์ข้าไปยึดเกาะ    แลว้พฒันาเป็นเมือกชีวภาพบนตัวกลาง    ทาํให้เกิดกระบวนการ

ดงักล่าวไดอ้ยา่งสมบูรณ์    โดยนํÊ าเสียจะไหลผ่านชัÊนเมือกชีวภาพทาํให้จุลินทรียท์าํการย่อยสลาย

สารอินทรียไ์ปทีละน้อยเปรียบเสมือนการกรอง   ทาํให้ระยะเวลาในการสัมผสักับนํÊ าเสียของ
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จุลินทรียมี์ระยะนานกว่าระบบแขวนลอย        ทาํใหภ้ายในระบบมีประสิทธิภาพบาํบดัไนเตรทได้

สูงขึÊน   และภายในมีปริมาณสารชีวมวลสูงขึÊนดว้ย  (Yeon,  Chang,  Kim,  Kim,  Choi, Lim,  Yoon,  

Son  and  Kim.  2011 : 649-651;  Lee,  Ahn  and Lee. 2001 : 2435-2445;  Khan, Llyas,  Javid,  

Visvanthan  and Jegatheesa. 2011 : 5331-5336)  ซึÉงผลจากการตรวจสอบคุณภาพทางเคมีของชุดการ

ทดลองทัÊ ง 2 ชุด ในช่วงทีÉ 2 นัÊนพบว่ามีประสิทธิภาพการบาํบัดไนเตรททัÊง 2 ชุดการทดลองมี

ประสิทธิภาพใกลเ้คียงกนั    จึงไดมี้การทดลองในช่วงทีÉ 3 โดยการเติมไนเตรทลงไปในระบบการ

ทดลองของทัÊง  2  ชุดการทดลอง  พบว่าเมืÉอสิÊนสุดการทดลองในช่วงทีÉ  3  ทัÊ ง 2 ชุดการทดลอง   มี

ประสิทธิภาพในการบาํบดัทีÉใกลเ้คียงกนัเหมือนกบัการทดลองในช่วงทีÉ  2 ของระบบ  ดว้ยเหตุนีÊ จึง

ไดมี้การนําเอาเมือกชีวภาพจากถงัปฏิกิริยาดีไนตริไฟอิง จากทัÊ ง 2 ชุดการทดลองมาตรวจสอบ

โครงสร้างชุมชนแบคทีเรียดว้ยเทคนิค  FISH   และตรวจสอบความหลายหลายของแบคทีเรีย

ภายในเมือกชีวภาพดว้ยเทคนิค DGGE  เพืÉอช่วยทาํใหท้ราบถึงความหลากหลายของกลุ่มแบคทีเรีย

ในแต่ละชุดการทดลอง ทีÉมีประสิทธิภาพในการบาํบดัทีÉใกลเ้คียงกนั นอกจากนัÊนยงัไดน้าํตวักลาง

มาขดูและเขยา่   เพืÉอตรวจสอบลกัษณะทั Éวไปของเมือกชีวภาพ  พบว่าลกัษณะทั Éวไปเมือกชีวภาพมี

ลกัษณะเป็นแผ่นบาง  มีสีนํÊ าตาล  และภายในเมือกชีวภาพยงัประกอบไปดว้ยกลุ่มแบคทีเรียทีÉมี

ลกัษณะรูปร่างท่อนสัÊน ท่อนยาว กลมติดสีแกรมลบ ท่อนสัÊนติดสีแกรมบวก   และแบคทีเรียทีÉมี

ลกัษณะเป็นเส้นใยติดสีแกรมลบอยู่ปะปนกนั  ซึÉงสอดคลอ้งกบั Khan et al. (2011 : 5331-5336)    

ศึกษาประสิทธิภาพของระบบบาํบดันํÊ าเสียจากนํÊ าทะเลสังเคราะห์ พบว่าระบบบาํบดันํÊ าเสียแบบ

จุลินทรียย์ดึติดตวักลางสามารถบาํบดัสารประกอบไนโตรเจนไดสู้งถึง ร้อยละ  89 และงานวิจยัของ 

Putnam, Gambrell, Rusch  and White (2012 : 1739-1748)  ศึกษาการบาํบดัไนโตรเจนทีÉราบลุ่ม

พบว่า  ช่วงเริÉ มแรกของระบบการทดลองมีปริมาณไนโตรเจนไดน้้อยมาก แต่เมืÉอการทดลองผ่าน

ไปประมาณ 84 วนั พบว่าภายในระบบมีประสิทธิภาพในการบาํบดัสารประกอบไนโตรเจนคิด

เป็นร้อยละ 99 ของประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรททัÊงหมดภายในระบบการทดลองทัÊ ง 2 ชุด

การทดลอง  

ผลการทดสอบของเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากแบคทีเรียทีÉเข้าไปยึดเกาะบน

พืÊนผิวของตวักลางเมือกชีวภาพด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ แบบ CLSM  โดยทาํการศึกษาจากระดับ

ล่างสุดถึงชัÊนบนสุด      พบว่า ชัÊนล่างสุดของเมือกชีวภาพทีÉยึดติดกบัพืÊนผิวตวักลางไม่พบการเรือง

แสงของแบคทีเรียทีÉติดสียอ้มเรืองแสง   เมืÉอเพิÉมระดบัขึÊนพบว่าเริÉมมีเซลลแ์บคทีเรียติดสียอ้มเรืองแสง

(Tetramethyl  Rhodamine)   และชัÊนบนสุดของชัÊนเมือกชีวภาพ   พบว่ามีการติดสียอ้มเรืองแสง

(Tetramethyl  Rhodamine)   มาก   สาเหตุทีÉชัÊนล่างมีการติดสียอ้มเรืองแสงนอ้ยกว่าชัÊนบนเนืÉองจาก

อายขุองเซลลแ์บคทีเรียบริเวณชัÊนล่างของชัÊนเมือกชีวภาพมีอายุเซลลม์ากกว่าเซลลแ์บคทีเรียทีÉอยู่
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ชัÊนบนของเมือกชีวภาพ   ทาํใหก้ารติดสียอ้มเรืองแสงของเซลลแ์บคทีเรียภายในเมือกชีวภาพมีการ

ติดสีนอ้ยหรือไม่ติดสีเลย   นอกจากนัÊนยงัพบว่าชัÊนล่างของเมือกชีวภาพอาจจะมีความหนามากกว่า

ชัÊนบนของชัÊนเมือกชีวภาพ   ทาํให้การแทรกตวัของสียอ้มเรืองแสงนัÊนมีการแทรกเข้าไปน้อย  

หรือไม่สามารถแทรกตวัลงไปยงัชัÊนล่างของชัÊนเมือกชีวภาพได ้  ดงันัÊนจึงทาํใหเ้ห็นว่าการติดสียอ้ม

เรืองแสงของเซลลแ์บคทีเรียบริเวณชัÊนล่างนัÊนอาจจะน้อยหรือไม่ติดสียอ้มเลย  แต่ในการทดลอง

ครัÊ งนีÊ เ กิดข้อผิดพลาด คือ การติดสีย ้อมสีเรืองแสง ควรจะต้องติดสีย ้อมเรืองแสงสีแดง  

(Tetramethyl  Rhodamine)   แต่เมืÉอนาํไปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ  CLSM  ปรากฏว่า เซลล์

แบคทีเรียทีÉติดสียอ้มเรืองแสงเป็นสีเขียว  อาจเนืÉองมาจากช่วงการดูดกลืนแสงของสียอ้มเรืองแสง

ออกมาเป็นสีแดง (Tetramethyl  Rhodamine) ซึÉงอยูใ่นช่วง 599-670 nm (Al-Ahmad,  Follo,  Selzer,  

Hellwig , Hannig and Hannig.  2009 : 1359–1366)   เมืÉอนาํไปดูผ่านกลอ้งจุลทรรศน์แบบ CLSM  

ช่วงค่าการดูกลืนแสงของแสง Tetramethyl  Rhodamine ในช่วงดงักล่าวไม่สามารถดูไดเ้นืÉองจาก

ภายในกลอ้งจุลทรรศน์แบบ CLSM  ไม่มีช่วงของแสงสีดงักล่าว  จึงทาํการตรวจดูในช่วงของแสงสี 

Cy3 ซึÉงจะถกูกระตุน้ของคลืÉนแสงเลเซอร์ทีÉความยาวคลืÉน 543 nm   แต่จะเปล่งแสงออกมาในช่วง 

550–610 nm  และ Cy5  จะถูกกระตุ้นของคลืÉนแสงเลเซอร์ทีÉความยาวคลืÉน 633 nm   แต่จะ

เปล่งแสงออกมาในช่วง 635–700 nm  (Malic,  Hill,  Hayes,  Percival,  Thomas and  Williams.  

2009 : 2603–2611)  จึงทาํให้มองเห็นตวัอย่างติดแสงสีเขียวแทนทีÉจะเป็นสีแดง  อย่างไรก็ตาม

เทคนิคดงักล่าวทาํให้สามารถสองเห็นลกัษณะของโครงสร้างของเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะบนผิว

ตวักลางทีÉเกิดจากสาร EPS แต่ละชัÊน  ซึÉงกลอ้งจุลทรรศน์ดงักล่าวจะใชแ้สงเลเซอร์ในเครืÉองจะถูก

กระตุน้ของคลืÉนแสงเลเซอร์ทีÉความยาวคลืÉนทีÉกาํหนด  แลว้ส่งไปยงัตวัประมวลผลแลว้คาํนวน

ออกมาเป็นประมวลผลว่ายีนเหล่านีÊ มีการแสดงออกของยีนทีÉติดสีเขียว (Claxton, Fellers and 

Davidson. 2005 : 1-37; Lawrenee, Swerhone,  Leppard, Araki, Zhang, West and Hitchcock. 2003 

: 5543-5554)  ซึÉงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Lupini,  Proia,  Maio, Amalfitano  and   Fazi  (2011 : 

248-251)  ศึกษาแบคทีเรียในเมือกชีวภาพด้วยเทคนิค CARD-FISH (Catalyzed Reporter 

Deposition  Fluorescence  In  Situ  Hybridization)  โดยตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ CLAM 

พบว่า  ภายในแผน่เมือกชีวภาพแต่ละชัÊนจะมีแบคทีเรียทีÉติดสียอ้มแตกต่างกนั   โดยพบว่าดา้นล่าง

ของแผ่นเมือกชีวภาพจะมีการติดสียอ้มทีÉน้อย    เมืÉอเทียบกบัผิวด้านบนของแผ่นเมือกชีวภาพ    

เนืÉองจากชัÊนล่างของเมือกชีวภาพมีอายเุซลลแ์บคทีเรียมากเป็นผลทาํให้การติดสียอ้มของเซลลน์้อย

กว่าชัÊนบน  

การตรวจสอบโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียดว้ยเทคนิค FISH  เป็น

การศึกษาโครงสร้างของจุลินทรียจ์ากเมือกชีวภาพทีÉยึดเกาะบนผิวตวักลางจากชุดการทดลองทีÉ 1 
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(ไม่เติมปลา)  และ ชุดการทดลองทีÉ 2 (เติมปลาทับทิม)   จากระบบภายในระบบการทดลอง

แบบต่อเนืÉอง (Continuous  Reactor) มาทาํการศึกษาโครงสร้างเมือกชีวภาพ    พบว่า ในชุดการ

ทดลองทีÉ 1  และชุดการทดลองทีÉ 2  พบแบคทีเรียในไฟลมั Proteobacteria  โดยเฉพาะกลุ่มย่อย 

คลาส Gammaproteobacteria  เป็นกลุ่มเด่น   ซึÉงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของเกยรู คาํคง  (2550 ) ได้

ตรวจสอบกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงทีÉใช้เมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน  พบแบคทีเรียกลุ่มย่อย 

Gammaproteobacteria  มากทีÉสุด    และพบแบคทีเรียจีนัส  Methalophaga  ทีÉ ติดดีเอ็นเอโพรบ  

MPH730  และแบคทีเรีย  M.  marina  ทีÉติดดีเอ็นเอโพรบ  MPHm 994    ซึÉงทัÊ งหมดเป็นกลุ่มย่อยใน

คลาส Gammaproteobacteria  และสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Auclair,  Lépine,  Parent  and  Villemur  

(2010 : 1302–1313 )  จากแบคทีเรียภายในเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียดีไนติไฟอิงทีÉ

บาํบดัไนเตรทจากนํÊ าทะเลภายในถงัปฏิกิริยาทีÉใชเ้มทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน  พบแบคทีเรีย

จีน ัส   Methylophaga   ซึÉ งเป็นสมาชิกในคลาส Gammaproteobacteria เป็นกลุ่มเด่น   จากผล

การศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียของกลา้เชืÊอแบคทีเรียดีไนตริไฟอิง  ดว้ยเทคนิค FISH  

ย ืนยนัไดว้ ่ามีแบคทีเ รียดีไนตริไฟอิงอยู่จริงภายในระบบ   ซึÉ งมีความสอดคล้องกับผลการ

ตรวจสอบทางเคมี   และประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรท   ตวัอยา่งดงักล่าวจะนาํไปใชใ้นการหา

สภาวะทีÉเหมาะสมในการบาํบดัไนเตรทโดยใชเ้ทคนิค  DGGE  ต่อไป  

การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากเมือกชีวภาพ  

ภายในถงับาํบดัจากระบบการทดลองแบบต่อเนืÉอง   จากระบบจากชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่เติมปลา)  

และชุดการทดลองทีÉ  2  (เติมปลาทบัทิม)   นาํมาศึกษาดว้ยเทคนิค DGGE  ซึÉงเป็นการศึกษาควบคู่

ไปกับเทคนิค  FISH  ทาํให้ทราบถึงความหลากหลายของโครงสร้าง ชนิด  และปริมาณของ

แบคทีเรียในเมือกชีวภาพภายในระบบการทดลอง  เนืÉองจากดีเอ็นเอโพรบทีÉใชใ้นเทคนิค FISH  ทีÉ

ใชใ้นการทดลองครัÊ งนีÊ มีความหลายหลายไม่ครอบคลุมต่อกลุ่มแบคทีเรียทีÉเกีÉยวขอ้งต่อการบาํบดั

สารประกอบไนโตรเจน   จึงจาํเป็นตอ้งใชเ้ทคนิค  DGGE  ร่วมกบัเทคนิค  FISH  เพืÉอทาํให้ทราบ

ถึงความหลากหลายของกลุ่มประชากรแบคทีเรียในเมือกชีวภาพภายในระบบการทดลอง   โดย

พบว่า ในชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่มีการเติมปลา)  และชุดการทดลองทีÉ 2  (เติมปลาทบัทิม 15 ตวั/ตู)้ 

ทัÊง  2  ชุดการทดลองนัÊน  พบแบคทีเรียทีÉเหมือนกนั   และแตกต่างกนั  กล่าวคือ แบคทีเรียทีÉพบได้

ทัÊงชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่มีการเติมปลา)  และชุดการทดลองทีÉ 2 (เติมปลาทบัทิม 15 ตวั/ตู)้  ในช่วง

เริÉ มการทดลองช่วงทีÉ 2 ของระบบ คือ แบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส Paracoccus,  Luteolibacter  และ   

Bacillus     ซึÉงแบคทีเรียในจีนสั  Bacillus  พบว่าเป็นแบคทีเรียกลุ่มทีÉมีความสาํคญัต่อกระบวนการ

ไนโตรเจนซึÉงส่วนใหญ่เป็นสิÉงมีชีวิตจาํพวก Heterotrophic (Vos, Garrity, Jones, Kring, Ludwing, 

Rainey,  Schleifer  and  Whitman.  2009 : 48)   ซึÉงจากการทีÉทัÊ ง 2 ชุดการทดลอง  พบแบคทีเรีย
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จีนสัเหมือนกนัจึงทาํใหป้ระสิทธิภาพการบาํบดัไนเตรท   ทัÊง  2   ชุดการทดลองมีความใกลเ้คียงกนั  

นอกจากนัÊ นยงัพบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส Aminiphilus   ซึÉ งพบได้ในการชุดการทดลองทีÉ  1 

เช่นกนั   และช่วงสิÊนสุดการทดลองในช่วงทีÉ  2 ของชุดการทดลองทีÉ 1  พบ แบคทีเรียคาดว่าเป็น

จีนสั  Phycisphaera  และ Ruegeria   พบว่าแถบดีเอน็เอมีความเขม้มาก   ทีÉพบว่ามีลกัษณะของแถบ

ดีเอน็เอทีÉมีความแตกต่างจากการทดลองในช่วงทีÉเริÉมระบบ    และช่วงสิÊนสุดระบบพบแถบดีเอ็นเอ

ในช่วงสิÊนสุดระบบ    จะมีความเขม้ของแถบดีเอ็นเอมากกว่าช่วงเริÉ มตน้ของระบบ แสดงว่ามีการ

เจริญของเชืÊอจุลินทรียจ์าํนวนมากในระบบ   ส่งผลให้ระบบมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรท      

ซึÉงมีความสอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์คุณภาพนํÊ าทางเคมี   ส่วนในชุดการทดลองทีÉ 2 นัÊนยงัพบ

แบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส Rhobacter   และ Desulfsarana  ส่วนช่วงสิÊนสุดการทดลองในช่วงทีÉ 2 

ของชุดการทดลองทีÉ  2  พบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนสั Bradyrhizobium   นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรีย

คาดว่าเป็นจีนัส Rhobacter และ Phascolarctobacterium  ซึÉงพบว่าลกัษณะของแถบดีเอ็นเอทีÉมี

ความเขม้มาก    ส่วนในช่วงสิÊนสุดการทดลองพบว่าแถบดีเอน็เอทีÉมีความเขม้มาก    แสดงว่ามีการ

เจริญของเชืÊอจุลินทรียจ์าํนวนมากในระบบ  ส่งผลใหร้ะบบมีประสิทธิภาพในการบาํบดัไนเตรท 

ส่วนในช่วงการทดลองทีÉ 3 ของชุดการทดลองทีÉ 1 ส่วนในช่วงการยืนยนั

ประสิทธิภาพของระบบบาํบัดไนเตรท  พบแบคทีเรียทีÉมีลกัษณะเด่น  คือ เชืÊอ  Methylophaga 

sulfidovorans     โดยพบว่ามีแถบดีเอ็นเอมีความเขม้มาก  นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียคาดว่าเป็น

จีนัส  Phycisphaera  และ Bacillus ตามลาํดบั  ซึÉงแต่ละแถบดีเอ็นเอนัÊนมีปริมาณความเขม้ของ

แถบดีเอน็เอปานกลาง  แสดงใหเ้ห็นว่าภายในระบบมีปริมาณจุลินทรียม์าก  เพียงพอต่อการบาํบดั

ไนเตรท  ซึÉ งสอดคล้องกับผลการตรวจวิ เคราะห์คุณนํÊ าทางเคมี   ส่วนในช่วงการยืนย ัน

ประสิทธิภาพของระบบบาํบดัไนเตรทของชุดการทดลองทีÉ 2  พบแบคทีเรียทีÉมีลกัษณะเด่น  คือ

แบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนสั  Haloferula  ซึÉงพบมากในของระบบบาํบดันํÊ าเสีย  โดยพบว่ามีแถบดีเอ็นเอมี

ความเขม้มาก   นอกจากนัÊนยงัพบแบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนัส  Paracoccus และ Rhobacter ทีÉพบว่า

เป็นแบคทีเรียในแฟมิลี  Rhobacteraceae ในกลุ่มยอ่ย Alphaproteobacteria   

จะเห็นได้ว่าจากการตรวจสอบความหลากหลายของเมือกชีวภาพทีÉเกิด

จากกลุ่มแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงจากชุดการทดลองทีÉ 1 (ไม่มีการเติมปลา)  และชุดการทดลองทีÉ  2  

(เติมปลาทับทิม 15 ตัว/ตู ้)  พบว่าทัÊ ง 2 ชุดการทดลอง  พบทัÊ งกลุ่มแบคทีเรียจีนัสเดียวกันคือ 

แบคทีเรียคาดว่าเป็นจีนสั Paracoccus  Luteolibacter และ   Bacillus   และกลุ่มแบคทีเรียจีนสัต่างกนั

คือแบคทีเรียจีนัส  Aminiphilus  Phycisphaera  Ruegeria  และ  Methylophaga sulfidovorans  ซึÉง

พบไดใ้นชุดการทดลองทีÉ 1 และแบคทีเรียในจีนัส  Rhobacter  Desulfsarana  Bradyrhizobium  

Haloferula  Paracoccus  และ Phascolarctobacterium  ซึÉงพบไดใ้นชุดการทดลองทีÉ 2  ซึÉงจากการ
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ทีÉทัÊง 2 ชุดการทดลอง  พบแบคทีเรียกลุ่มทีÉเหมือนกนั   และต่างกนันัÊนเป็นผลทาํให้ประสิทธิภาพ

ในการบาํบดั ทัÊง 2 ชุดมีความใกลเ้คียงกนั  นอกจากนัÊนยงัพบอีกว่า  เทคนิค DGGE ทีÉนาํมาศึกษา

ควบคู่ไปกบัการศึกษาโครงสร้างชุมชนดว้ยเทคนิค FISH  นัÊน ทาํให้ทราบว่าภายในเมือกชีวภาพ

ประกอบไปดว้ยกลุ่มแบคทีเรียชนิดต่างๆ ทัÊ งทีÉเป็นกลุ่มแบคทีเรียทีÉสามารถย่อยสลายไนเตรทได ้

เช่น แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus และ Paracoccus  ทีÉสามารถบาํบดัไนเตรท  (Staley, Boone,  Brenner, Vos,  

Goodfellow,  Krieg,  Rainey,  Garrity,  Schleifer  and  Garrity.  2005 : 1994;  Vos  et al. 2009 : 48;  

Dworkin,  Falkow,  Rosenberg,  Scheleifer  and  Stackebrad.  2006 : 233)   กลุ่มแบคทีเรียทีÉสามารถ

ย่อยสลายซัลเฟตได้   เช่นแบคทีเรียกลุ่ม Desulfsarana สามารถดํารงชีวิตในสภาพไร้อากาศ   

แบคทีเรียสายพันธ์ Luteolibacter  เป็นสายพนัธุ์ทีÉไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรท   ซึÉ งอยู่ในคลาส 

Verrucomicrobiae   ซึÉ งเป็นแบคทีเรียในกลุ่มทีÉมีดาํรงอยู่ได้ในสภาพทีÉมีและไม่มีออกซิเจนใน

กระบวนการบาํบดั (Staley,  Boone,  Brenner,  Vos,  Goodfellow, Krieg, Rainey, Garrity, Schleifer 

and Garrity. 2005 : 959;  Krieg, Staley, Hedlund,  Paster,  Ward,  Ludwig and Whitman. 2011 : 803)   

โดยความสมัพนัธข์องแบคทีเรียแต่ละกลุ่มภายในเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากกลุ่มแบคทีเรียเขา้ไปยึดเกาะ

และรวมตวักนันัÊน  จะความสมัพนัธ์ของกลุ่มแบคทีเรียทัÊ งการพึÉงพาอาศยักนั  และการแข่งขนักนั  

ซึÉงสารอินทรียที์Éเขา้สู่ระบบจะถกูเปลีÉยนรูปไปเนืÉองจากการยอ่ยสลายโดยกลุ่มแบคทีเรียหลายกลุ่ม

เกิดเป็นความสัมพนัธ์แบบพึÉงพาอาศยักัน  ภายใต้กระบวนการดีไนตริฟิเคชัน  ซึÉ งพบว่ากลุ่ม

แบคทีเรียทีÉสามารถยอ่ยสลายไนเตรท   ไดจ้ดัเป็นกลุ่มทีÉมีความโดดเด่นทีÉสุดในระบบการทดลอง   

แลว้ยงัพบแบคทีเรียกลุ่มอืÉน  ดังนัÊ นพืÊนฐานของการบาํบัดนํÊ าเสียด้วยกระบวนการไม่ใช้อากาศ

ภายในถงัปฏิกิริยาดีไนตริฟิเคชัน   เป็นการเปลีÉยนรูปสารอินทรีย์ด้วยปฏิกิริยารีดอกซ์ (Redox  

Reaction)   โดยแบคทีเรียกลุ่มทีÉไม่ใชอ้ากาศ  ผลิตภณัฑ์ทีÉไดก้็จะแตกต่างกนัออกไปขึÊนอยู่กบัสภาพ

ของนํÊ าเสียกบัปริมาณและชนิดของแบคทีเรียในระบบ (กรมควบคุมมลพิษ,  มปป)   ซึÉงสอดคลอ้งกบั

งานวิจยัของ Auclair  et al. (2012 : 1302–1313)  ทีÉพบว่าแบคทีเรียในแฟมิลี  Rhobacteraceae ในกลุ่ม

ย่อย Alphaproteobacteria  ภายในเมือกชีวภาพสามารถพบไดใ้นเมือกชีวภาพทีÉเกิดจากเชืÊอแบคทีเรีย

กลุ่มดีไนตริไฟอิง  ทีÉเพาะเลีÊยงในนํÊ าทะเลสงัเคราะห์   และงานวิจยัของ  Gusma˜o,  Martins,  Chinalia,  

Sakamoto, Thiemann,  MBernadete and  Varesche (2006 : 1391–1400)  ทาํการตรวจสอบเมือกชีวภาพ

จากแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงในระบบการบาํบดันํÊ าเสีย   พบแบคทีเรียจีนัส Pseudomonas    Paracoccus  

และ Bacteroides  โดยพบว่า แบคทีเรียทัÊ ง 3 จีนัส   ดงักล่ามีความสามารถในการบาํบดัไนเตรทจาก

ระบบบาํบดันํÊ าเสีย  เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Neufeld  et  al.  (2007 : 480–491) ทีÉทาํการศึกษาแบคทีเรีย

จีนัส Methylophaga ในนํÊ าทะเลทีÉมีเมทานอล พบแบคทีเรีย Methylophaga  sulfiolovorans ซึÉงเป็น

แบคทีเรียในจีนสั Methylophaga ซึÉงเป็นกลุ่มยอ่ยในคลาส Gammaproteobacteria   นอกจากนัÊนยงั
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พบอีกว่าแบคทีเรียในแฟมิลี Rhobacteraceae  นัÊนพบไดต้ามแหล่งนํÊ าทีÉมีความเค็มตามธรรมชาติ 

(Staley, Boone, Brenner, Vos, Goodfellow, Krieg, Rainey, Garrity, Schleifer, and  Garrity. 2005 : 161-

167197-204)    แต่ละแถบดีเอ็นเอนัÊนมีปริมาณความเขม้ของแถบดีเอ็นเอปานกลาง  แสดงให้เห็นว่า

ภายในระบบมีปริมาณจุลินทรียม์ากเพียงพอต่อการบาํบดัไนเตรท    ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจ

วิเคราะห์คุณภาพนํÊ าทางเคมี    

 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

1. ควรตรวจวดัค่า pH, Dissolved Oxygen  (DO), Biochemical  Oxygen  Demand 

(BOD)  และ Chemical Oxygen Demand, (COD)  นอกจากตรวจหาสารประกอบไนโตรเจน  และ

ตรวจวิเคราะห์คุณภาพนํÊ า   เพราะจะทาํให้สามารอภิปรายผลการทดลองไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพทีÉ

ดีกว่าการตรวจวิเคราะห์แค่สารประกอบไนโตรเจน 

2.ควรใชข้นาดของตูท้ดลองใหพ้อดีกบัขนาดของสตัวท์ดลอง  เพืÉอลดความเครียด

ของสตัวท์ดลอง 

3. ควรเลือกใชต้วักลางจากธรรมชาติทีÉมีลกัษณะเบามาใชน้อกจากวสัดุธรรมชาติ

ทีÉใชใ้นการทดลองครัÊ งนีÊ   เช่น เศษปะการัง  

 


