
ก 
 

  
 

จลนพลศาสตร์และผลของแอมโมเนียต่อจ านวนยนี amoA ของแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงอาร์เคีย 
และแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาว ภทัรพร คุนาพงษกิ์ติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วทิยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวศิวกรรมศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาวชิาวศิวกรรมส่ิงแวดลอ้ม ภาควชิาวศิวกรรมส่ิงแวดลอ้ม 

                           คณะวศิวกรรมศาสตร์     จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
ปีการศึกษา 2553 

ลิขสิทธ์ิของจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 



ข 
 

  
 

KINETICS AND EFFECT OF AMMONIA ON ABUNDANCES OF amoA GENES OF 
AMMONIA-OXIDIZING ARCHAEA AND AMMONIA-OXIDIZING BACTERIA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Pattaraporn Kunapongkiti 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Engineering Program in Environmental Engineering 

Department of Environmental Engineering 
Faculty of Engineering 

Chulalongkorn University 
Academic year 2010 

Copyright of Chulalongkorn University 

 



ค 
 

  
 

หวัขอ้วทิยานิพนธ์   จลนพลศาสตร์และผลของแอมโมเนียต่อจ านวนยนี 
  amoA ของแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงอาร์เคียและ 

แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย 
โดย     นางสาวภทัรพร คุนาพงษกิ์ติ 
สาขาวชิา    วศิวกรรมส่ิงแวดลอ้ม 
อาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั  อาจารย ์ดร. ตะวนั ลิมปิยากร 
 

คณะวศิวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั อนุมติัให้วทิยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของ
การศึกษาตามหลกัสูตรปริญญามหาบณัฑิต 
 
 

..................................................................... คณบดีคณะวศิวกรรมศาสตร์ 
  (รองศาสตราจารย ์ดร. บุญสม เลิศหิรัญวงศ)์ 
 
คณะกรรมการสอบวทิยานิพนธ์ 
 

..................................................................... ประธานกรรมการ 
(รองศาสตราจารย ์ดร. เพช็รพร เชาวกิจเจริญ) 

 
 

..................................................................... อาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั 
(อาจารย ์ดร. ตะวนั ลิมปิยากร) 

 
..................................................................... กรรมการ 
(ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. ศรัณย ์เตชะเสน) 

 
..................................................................... กรรมการ 
(ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. วบิูลยล์กัษณ์ พึ่งรัศมี) 

 
..................................................................... กรรมการภายนอกมหาวทิยาลยั 
(ดร. สรวศิ เผา่ทองศุข) 

 



ง 
 

ภทัรพร คุนาพงษ์กิติ : จลนพลศาสตร์และผลของแอมโมเนียต่อจ านวนยีน amoA ของ
แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงอาร์เคียและแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย (KINETICS AND 
EFFECT OF AMMONIA ON ABUNDANCES OF amoA GENES OF AMMONIA-
OXIDIZING ARCHAEA AND AMMONIA-OXIDIZING BACTERIA) อ.ท่ีปรึกษา
วทิยานิพนธ์หลกั : อ. ดร.ตะวนั ลิมปิยากร, 90 หนา้ 
 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของแอมโมเนียท่ีมีต่อจ านวนยีน amoA ของ AOA และ AOB และเพื่อ
ศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ในการก าจดัแอมโมเนียของจุลินทรียท่ี์ก าจดัแอมโมเนีย ในตะกอนจุลินทรียท่ี์มีกลุ่มประชากร
จุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียแตกต่างกนั โดยท าการเล้ียงตะกอนจุลินทรียใ์นถงัปฏิกรณ์แบบแบทช์ ซ่ึงแบ่งถงั
ปฏิกรณ์ออกเป็น 2 ชุด ชุดละ 5 ถงั ดว้ยน ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียแตกต่างกนั คือ 14 28 70 280 
และ 420 มก.ไนโตรเจน/ล. เดินระบบถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุดดว้ยหวัเช้ือตะกอนจุลินทรียแ์ละการเดินระบบแตกต่างกนั โดย
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 ใชห้วัเช้ือตะกอนจุลินทรียท่ี์มีเฉพาะ AOB จากโรงบ าบดัน ้ าเสียหนองแขม มีระยะเวลากกัเก็บน ้ าและ
กกัเก็บตะกอนจุลินทรีย ์5 วนั ส่วนถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ใชห้วัเช้ือตะกอนจุลินทรียท่ี์มีทั้ง AOA และ AOB จากโรงบ าบดัน ้ า
เสียดินแดง มีระยะเวลากกัเก็บน ้ า 5 วนั และระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรีย ์15 วนั ระหวา่งการเล้ียงตะกอนจุลินทรียไ์ด้
ท าการเก็บตวัอย่างตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์แต่ละถงั มานับจ านวนจ านวนยีน amoA ของ AOA AOB และ 
Nitrosomonas oligotropha และยนี 16S rRNA ของ Nitrosomonas europaea ดว้ยวธีิการ Real time PCR และเม่ือเดินระบบ
เขา้สู่สภาวะคงท่ี ไดเ้ก็บตะกอนจุลินทรียข์องทุกถงัปฏิกรณ์ มาศึกษาค่า KS ของจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนีย 

ผลการทดลองพบวา่ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงจ านวนยีน amoA ของ AOA AOB 
และ Nitrosomonas oligotropha  และจ านวนยนี 16S rRNAของ Nitrosomonas europaea คือ ในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้
แอมโมเนียต ่า (ถงัปฏิกรณ์ท่ีท าการเก็บตวัอยา่งน ้ า ณ วนัท่ีเร่ิมตน้แบทช์14 และ 28 มก.ไนโตรเจน/ล.) พบยีน amoA ของ 
AOA และ AOB (ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเม่ือส้ินสุดแบทช์ 0.0 - 2.1 มิลลิกรัมไนโตรเจน) ส่วนถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความ
เขม้ขน้แอมโมเนียสูง (ถงัปฏิกรณ์ท่ีท าการเก็บตวัอยา่งน ้ า วนัท่ีเร่ิมตน้แบทช์ 70 280 และ 420) พบเฉพาะยีน amoA ของ 
AOB โดยไม่พบยนี amoA ของ AOA (ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเม่ือส้ินสุดแบทช ์10-150 มก.ไนโตรเจน/ล.) และถึงแม้
จะพบ AOB ในทุกถงัปฏิกรณ์ สัดส่วนประชากรของ AOB ในแต่ละถงัมีความแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของ
แอมโมเนียในถงั กล่าวคือ ในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า จะพบเฉพาะ Nitrosomonas oligotropha 
ในขณะท่ีถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนียสูง จะพบ Nitrosomonas europaea ในปริมาณสูง ทั้งน้ี การปรากฏของ
กลุ่มจุลินทรียแ์ต่ละชนิดในถงัปฏิกรณ์จะสัมพนัธ์กบัค่า KS ของจุลินทรียน์ั้นๆ และความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงั
ปฏิกรณ์ กล่าวคือ ค่า KS ของตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์แต่ละถงัมีค่าแตกต่างกนั โดยค่า KS ท่ีพบจะสอดคลอ้งกบัค่า 
KS ของ AOB บริสุทธ์ิท่ีพบในถงั กล่าวคือ ถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า ท่ีพบเฉพาะ Nitrosomonas 
oligotropha  จะมีค่า KS อยูใ่นช่วง 0.6-3.3 มก.ไนโตรเจน/ล. และค่า KS ของตะกอนจุลินทรียใ์นถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้
ของแอมโมเนียสูง จะอยูใ่นช่วงเดียวกบั Nitrosomonas europaea ซ่ึงมีค่าอยูใ่นช่วง 10.1-24.6 มก.ไนโตรเจน/ล.  
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# # 5170417021 : MAJOR ENVIRONMETAL ENGINEERING 
KEY WORDS : AMMONIA/ BATCH REACTOR/ REAL-TIME PCR/ RESPIROMETRIC  

             METHOD/ KINETICS 
PATTARAPORN KUNAPONGKITI : KINETICS AND EFFECT OF AMMONIA ON 
ABUNDANCES OF amoA GENES OF AMMONIA-OXIDIZING ARCHAEA AND 
AMMONIA-OXIDIZING BACTERIA. THESIS ADVISOR : TAWAN 
LIMPIYAKORN, Ph.D., 90 pp. 
The objectives of this study are to investigate the effect of ammonia on abundance of amoA genes of 

ammonia-oxidizing archaea (AOA) and ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and the kinetics of ammonia oxidation in 
mixed nitrifying cultures that contained different groups of ammonia oxidizers. Enrichment of mixed nitrifying 
cultures was performed with two sets of experiments. Each set of experiment comprised of five batch reactors 

receiving influent with different ammonium concentrations (14 28 70 280 and 420 mg N l-1). The first set of 
experiment used seed sludge from Nhong Kham wastewater treatment plant that contained only amoA genes of AOB, 
while the second set of experiment used seed sludge from Din Dang wastewater treatment plant that contained amoA 
genes of both AOA and AOB. During enrichment, sludge samples were taken from each reactor and analysed for 
abundance of amoA genes of AOA, AOB and Nitrosomonas oligotropha and 16S rRNA of Nitrosomonas europaea 
using qPCR technique. After steady state of operation, the KS values of the sludge were determined.  
 The results showed that ammonium concentrations in the reactors affect the abundance of amoA genes of 
AOA, AOB and Nitrosomonas oligotropha and 16S rRNA of Nitrosomonas europaea. In the reactor with low 
ammonium levels amoA genes of AOA were found together with amoA genes of AOB (average ammonium 
concentrations at the end of cycle were 0-2.1 mg N l-1), but in the reactors with high ammonia levels only  amoA genes 
of AOB were found (average ammonium concentrations at the end of cycle were 10-150 mg N l-1). In the reactors 
with low ammonium levels, only Nitrosomonas oligotropha were found, while in the reactors with high ammonium 
levels, Nitrosomonas europaea were found in high numbers. The results suggested that the occurrence of ammonia 
oxidizers in the reactors related to the KS values of ammonia-oxidizing species and the ammonium levels in the 
reactors. The KS values of mixed nitrifying cultures taken from different reactors varied depending on the AOB 
species found in the reactors. In the reactors with low ammonium levels where the KS values of mixed nitrifying 
cultures was in the range of 0.6-3.3 mg N l-1 and the KS values from the reactors with high ammonium levels was 
10.1-24.6 mg N l-1. Although in some reactors with low ammonium levels both AOA and AOB (Nitrosomonas 
oligotropha) occurred, the KS values fell in the range of Nitrosomonas oligotropha, not AOA. 
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บทที ่1 
บทน า 

 

1.1 ทีม่าและความส าคัญของปัญหา 

ยูโทรฟิเคชัน (eutrophication) เป็นปรากฏการณ์ท่ีเกิดข้ึนจากการท่ีแหล่งน ้ าอุดมไปด้วย
สารอาหาร โดยเฉพาะไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ซ่ึงมาจากการปล่อยน ้ าทิ้งจากเกษตรกรรม 
อุตสาหกรรมและชุมชนส่งผลให้พืชน ้ า เช่น สาหร่าย ในแหล่งน ้ าสามารถเจริญเติบโตได้ดีและ
รวดเร็ว ท าให้น ้ าเปล่ียนเป็นสีเขียวหรือสีน ้ าตาลตามชนิดของสาหร่าย เม่ือเกิดยูโทรฟิเคชัน
ออกซิเจนในแหล่งน ้าจะลดลง นอกจากน้ีปริมาณสาหร่ายท่ีหนาแน่นจะไปกั้นแสงอาทิตยท์  าให้แสง
ส่องผ่านลงไปไม่ถึงใตน้ ้ า พืชท่ีอยู่ใตน้ ้ าจึงไม่สามารถสังเคราะห์แสงและตายในท่ีสุด (วิลาสินี 
ไตรยราช, 2553) การบ าบดัไนโตรเจนในน ้ าเสียก่อนทิ้งลงสู่แหล่งน ้ าธรรมชาติ เป็นปัจจยัหลกัใน
การควบคุมปัญหายูโทรฟิเคชนั โดยกระบวนการก าจดัไนโตรเจนในระบบบ าบดัน ้ าเสียโดยทัว่ไป 
ประกอบดว้ย กระบวนการไนทริฟิเคชนั (Nitrification) และดีไนทริฟิเคชนั (Denitrification) โดย
ในกระบวนการไนทริฟิเคชัน แบคทีเรียกลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย (Ammonium-
oxidizing bacteria; AOB) จะออกซิไดซ์แอมโมเนียให้เป็นไนไตรต์ ต่อมาแบคทีเรียกลุ่มไนไตรต์
ออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย (Nitrite-oxidizing bacteria; NOB) จะออกซิไดซ์ไนไตรต์เป็นไนเตรต 
หลังจากนั้นแบคทีเรียกลุ่มเฮเทอโรโทรปจะรีดิวซ์ไนไตรต์ไปเป็นก๊าซไนโตรเจนปล่อยออกสู่
บรรยากาศในกระบวนการดีไนทริฟิเคชนั 

กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชนั เป็นกระบวนการจ ากดัอตัรา (rate limiting step) ของ
กระบวนการก าจดัไนโตรเจนในระบบบ าบดัน ้ าเสีย เน่ืองจากกลุ่มจุลินทรียใ์นกระบวนการน้ีมีการ
เจริญเติบโตชา้และมีความอ่อนไหวต่อปัจจยัส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงหากตอ้งการพฒันากระบวนการก าจดั
ไนโตรเจนจะตอ้งพฒันากระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชนัก่อน กวา่ 100 ปีท่ีผา่นมา มีความเช่ือวา่ 
AOB เป็นจุลินทรียห์น่ึงเดียวในกระบวนการออกซิไดซ์แอมโมเนียเป็นไนไตรต์ แต่เม่ือราวปี ค.ศ. 
2004 พบว่าแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงอาร์เคีย ก็มีส่วนส าคญัต่อการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็น       
ไนไตรตเ์ช่นเดียวกบั AOB ท าให้แนวคิดเร่ืองการออกซิไดซ์แอมโมเนียจึงเปล่ียนไป โดยเร่ิมจาก 
Venter และคณะ (2004) คน้พบยีนท่ีใช้ยอ่ยแอมโมเนียในอาร์เคียท่ีอาศยัอยู่ในทะเลเป็นคร้ังแรก
ของโลก จากนั้นในปี ค.ศ. 2005 Könneke และคณะ ไดท้  าการคดัแยก AOA  ในน ้ าทะเลไดเ้ป็นคร้ัง
แรกและเป็นสายพนัธ์ุเดียวท่ีมีอยูใ่นปัจจุบนั โดยตั้งช่ือวา่ Nitrosopumilus maritimus  ซ่ึงจดัอยูใ่น
กลุ่ม I.1a ของ Crenarchaeota ต่อมา Leininger และคณะ (2006) พบวา่ยีน amoA ของ AOA มี
จ านวนมากกว่ายีน amoA ของ AOB ทั้งในดินธรรมดาและดินท่ีใช้ปุ๋ย และต่อจากนั้นเร่ือยมา
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นกัวิทยาศาสตร์ไดเ้ร่ิมศึกษาเก่ียวกบั AOA ในส่ิงแวดลอ้มอ่ืนๆ ไม่วา่จะเป็นในดินตะกอนใตท้ะเล 
ระบบน ้ าทะเลและดินตะกอนในเขตชายฝ่ังทะเล ในระบบดินทัว่ไป ซ่ึงพบปริมาณยีน amoA ของ 
AOA มากกวา่ยนี amoA ของ AOB  

ในส่วนของระบบบ าบดัน ้าเสีย มีการคน้พบยนี amoA ของ AOA คร้ังแรกในเชิงคุณภาพใน
ตะกอนเร่ง โดย Park และคณะ (2006) บ่งช้ีว่า มกัพบ AOA ในระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีระยะเวลา       
กกัเก็บน ้ าและระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรียท่ี์ยาวนานมากกวา่ปกติ ซ่ึงต่อมา Zhang และคณะ 
(2009) ได้ท าการทดลองน้ีซ ้ าอีกคร้ัง พบว่า ระยะเวลากกัเก็บน ้ าและระยะเวลากกัเก็บตะกอน
จุลินทรียท่ี์ยาวนานมากกว่าปกติ ไม่ส่งผลต่อการด ารงชีวิตของ AOA ต่อจากนั้น Wells และคณะ 
(2009) ไดท้  าการตรวจนบัยีน amoA ของ AOA และยีน amoA ของ AOB ในระบบบ าบดัน ้ าเสียเป็น
คร้ังแรกของโลก โดยปริมาณยนี amoA ของ AOB มากกวา่ของ AOA ตลอดระยะเวลา 1 ปี ท่ีท าการ
เก็บตวัอย่าง โดยผลการทดลองล่าสุดในประเทศไทย Limpiyakorn และคณะ (2011) คน้พบยีน 
amoA ของ AOA มากกวา่ยีน amoA ของ AOB  ในระบบบ าบดัน ้ าเสียชุมชนของกรุงเทพมหานคร
หลายระบบ แต่ไม่พบยีน amoA ของ AOA ในระบบบ าบดัน ้ าเสียอุตสาหกรรมท่ีมีความเขม้ขน้
แอมโมเนียสูง 

ในปี ค.ศ. 2009 Erguder และคณะ ไดร้วบรวมและอภิปรายปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มท่ีส่งเสริม
การมีอยู ่AOA ในส่ิงแวดลอ้มและสรุปวา่ ในส่ิงแวดลอ้มท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่าๆ จะพบ
จ านวนประชากร AOA มากกว่า จ  านวนประชากร AOB และในปีเดียวกนั Habbena และคณะ         
ได้ศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ ของ AOA ในถงัน ้ าทะเล (Aquarium tank) มีค่า Michaelis-Menten 
constant (Km) ใกลเ้คียงกนักบัส่ิงมีชีวิตชนิดหน่ึงในน ้ าทะเลจริงท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียให้เป็น    
ไนไตรต ์จึงแสดงให้เห็นวา่ส่ิงมีชีวิตท่ีท าหนา้ท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียให้เป็นไนไตรตใ์นน ้ าทะเลท่ี
แทจ้ริง น่าจะเป็น AOA มากกว่าท่ีจะเป็น AOB  จากเหตุผลท่ีกล่าวมาในขา้งตน้ งานวิจยัคร้ังน้ีจึง
มุ่งเน้นไปท่ีผลความเข้มข้นของแอมโมเนียต่อจ านวนยีน amoA ของจุลินทรีย์ท่ีออกซิไดซ์
แอมโมเนีย (ยีน amoA ของ AOA และยีน amoA ของ AOB) และค่าจลนพลศาสตร์ของจุลินทรียท่ี์
ก าจดัแอมโมเนียในตะกอนจุลินทรียแ์บบผสมท่ีมีกลุ่มประชากรจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนีย
แตกต่างกนั เพื่อการพฒันารูปแบบและการควบคุมระบบบ าบดัน ้ าเสียให้เหมาะสมกับลกัษณะ
สมบติัของน ้าเสียท่ีเขา้ระบบ รวมไปถึงการเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดัแอมโมเนียใหม้ากข้ึน 
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1.2 วตัถุประสงค์การวจัิย 

1.2.1 เพื่อศึกษาผลของแอมโมเนียท่ีมีต่อจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ในถงั 
ปฏิกรณ์แบบแบทช์ (Batch reactor) 

1.2.2 เพื่อศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ในการก าจดัแอมโมเนียของจุลินทรียท่ี์ก าจดัแอมโมเนีย ใน 
ตะกอนจุลินทรียแ์บบผสมท่ีมีกลุ่มประชากรจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียแตกต่างกนั  

  

1.3 ขอบเขตการวจัิย 

งานวจิยัน้ีเป็นการศึกษาในระดบัห้องปฏิบติัการ ท าการทดลอง ณ อุณหภูมิห้อง ติดตั้งและ
เดินระบบท่ีภาควิชาวิศวกรรมส่ิงแวดลอ้ม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และนบัจ านวน ยีน amoA ของ 
AOA และ ยีน amoA ของ AOB ในสภาวะท่ีมีปริมาณความเขม้ขน้ของแอมโมเนียแตกต่างกนั รวม
ไปถึงการศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ของจุลินทรียผ์สม ไดแ้ก่ค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนียท่ีจุลินทรีย์
ใชไ้ปท าให้อตัราการใชอ้อกซิเจนสูงสุดเปล่ียนไปคร่ึงหน่ึง (KS) ณ ห้องปฏิบติัการ ศูนยค์วามเป็น
เลิศแห่งชาติดา้นการจดัการส่ิงแวดลอ้มและของเสียอนัตราย จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

 ใชห้วัเช้ือจุลินทรียจ์ากโรงบ าบดัน ้าเสียหนองแขมและโรงบ าบดัน ้าเสียดินแดง 
 ใช้น ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีเตรียมจากโซเดียมคลอไรด์เป็นแหล่งแอมโมเนียและโซเดียม         

ไบคาร์บอเนตเป็นแหล่งคาร์บอน เล้ียงตะกอนจุลินทรียโ์ดยใชถ้งัปฏิกรณ์แบบแบทช์  
 ใชเ้คร่ือง Real-time PCR นบัจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB  
 ใชเ้คร่ืองวดัค่าออกซิเจนละลาย (DO meter) เพื่อวดัการใชอ้อกซิเจนของจุลินทรีย ์
 

1.4 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 

1.4.1 บทบาทของ AOA หรือ AOB ในการออกซิไดซ์แอมโมเนียท่ีมีระดบัความเขม้ขน้แตกต่าง
กนัโดยค าตอบท่ีไดจ้ะน าไปเป็นแนวทางในการพฒันากลุ่มจุลินทรียท่ี์เหมาะสมกบัการบ าบดัน ้ าเสีย
ลกัษณะต่างๆ 
       1.4.2 เพื่อเสนอแนวคิดในเร่ืองค่าจลนศาสตร์ของกลุ่มจุลินทรียท่ี์แทจ้ริงท่ีมีบทบาทในการ
ออกซิไดซ์แอมโมเนียในระบบบ าบดัน ้าเสีย 
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บทที ่2 
ทบทวนเอกสาร 

 

2.1 วฏัจักรไนโตรเจน (Nitrogen cycle) 

 ในบรรยากาศมีก๊าซไนโตรเจนมีอยู่ร้อยละ 78 และเป็นธาตุท่ีมีอยู่ในโมเลกุลของ
คลอโรฟิลล์และโปรตีน ส่ิงมีชีวิตจะใช้ไนโตรเจนในรูปของโปรตีนแต่ไม่สามารถน ามาใช้ได้
โดยตรง ซ่ึงส่ิงมีชีวติสามารถใชไ้นโตรเจนไดเ้ม่ืออยูใ่นสภาพของสารประกอบแอมโมเนีย ไนไตรต์
และไนเตรต ดงันั้นก๊าซไนโตรเจนในบรรยากาศ จึงต้องเปล่ียนรูปให้อยู่ในสภาพท่ีส่ิงมีชีวิต
น าไปใชไ้ด ้ 

วฏัจักรไนโตรเจนประกอบด้วยกระบวนการตรึงไนโตรเจน (Nitrogen Fixation) 
กระบวนการสร้างแอมโมเนีย (Ammonification) ซ่ึงกระบวนการน้ีจะเปล่ียนสารอินทรียไ์นโตรเจน
เป็นแอมโมเนีย โดยแบคทีเรียกลุ่มแอมโมนิไฟเออร์แบคทีเรีย (Ammonifer bacteria) ต่อจากนั้นเขา้
สู่กระบวนการไนทริฟิเคชัน (Nitrification) กระบวนการน้ีส่ิงมีชีวิตจะเปล่ียนแอมโมเนียเป็น       
ไนเตรต ด้วยส่ิงมีชีวิตท่ีเรียกว่า ไนทริไฟอิงแบคทีเรีย (Nitrifying Bacteria) และในขั้นสุดทา้ย      
ไนเตรตท่ีสะสมอยู่ในระบบเปล่ียนเป็นก๊าซไนโตรเจนโดยการบวนการดีไนทริฟิเคชัน 
(Denitrification) เวยีนกนัไปเร่ือยๆ จนเกิดเป็นวฏัจกัร (ดงัภาพท่ี 2.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 2.1 วฏัจกัรไนโตรเจน (Francis และคณะ 2007) 
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2.1.1 กระบวนการไนทริฟิเคชัน  
 กระบวนการไนทริฟิเคชัน ถือเป็นศูนย์กลางของวฏัจักรไนโตรเจนในโลกและการ
ออกซิไดซ์แอมโมเนียเป็นไนเตรต (ผ่านการเป็นไนไตรต์) ด้วย กลุ่มส่ิงมีชีวิต 2 ชนิดหลกั คือ 
ส่ิงมีชีวิตท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนีย (Ammonia-oxidizer) และ ส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นตวัออกซิไดซ์ไนไตรต ์
(Nitrite-oxidizer)  

กลุ่มส่ิงมีชีวิตประเภทออโตโทรปท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนีย (Ammonia-oxidizing bacteria; 
AOB) จะใช้เอนไซม์แอมโมเนียโมโนออกซิจีเนส (ammonia monooxygenese; AMO) ย่อย
แอมโมเนียให้เป็นไฮดรอกซิลามีน (NH2OH) และใช้เอนไซม์ไฮดรอกซิลามีออกซิโดรีดิวซ์เตส 
(hydroxylamine oxidoreductase; HAO) ย่อยไฮดรอกซิลามีนเป็นไนไตรต์ และกลุ่มส่ิงมีชีวิต
ประเภทออโตโทรปท่ีเป็นตวัออกซิไดซ์ไนไตรต์ (Nitrite-oxidizing bacteria; NOB) ใช้เอนไซม ์  
ไนไตรตอ์อกซิโดริดิวซ์เตส (nitrie oxydoreductase; NOR) เปล่ียนไนไตรตเ์ป็นไนเตรต เพื่อเขา้สู่
กระบวนการดีไนทริฟิเคชนัต่อไป (Nicol และ Schleper, 2006) (ดงัภาพท่ี 2.2) 
 

 
  

2.1.2 กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน  
กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน เป็นกระบวนการรีดิวซ์ไนเตรตให้อยู่ในรูปของก๊าซ

ไนโตรเจน (Nitrogen gas) หรือบางทีมีก๊าซอ่ืน ๆ รวมทั้งไนตรัส (N2O) เกิดข้ึนดว้ยจุลินทรียท่ี์
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการดีไนทริฟิเคชนั  ประกอบดว้ยสองพวกใหญ่ ๆ ดว้ยกนัคือ พวกแรกเป็น
พวกท่ีไม่ข้ึนกบัไนเตรตโดยสามารถเจริญอยู่ไดส้ภาวะในท่ีไม่มีไนเตรตหรืออาศยักระบวนการ
สร้างแอมโมเนียหรือกระบวนการอ่ืนๆ พวกท่ีสองเ ป็นพวกท่ีมี ชีวิตอยู่ได้โดยท่ีต้อง มี                         

ภาพท่ี 2.2 กลุ่มส่ิงมีชีวติประเภทออโตโทรปท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนีย (Nicol และ Schleper, 2006) 
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ไนเตรต เช่น แบคทีเรียบางชนิด  ในสกุล Pseudomonas Achromobacter, Bacillus, Micrococcus 
และ Thiobacillus denitrificans โดยส่วนใหญ่กระบวนการดีไนทริฟิเคชนั ไนเตรตจะถูกเปล่ียนให้
เป็นก๊าซไนไตรเจนโดยกลุ่มจุลินทรีย์กลุ่มเฮเทอโรโทรปแบคทีเรีย ท่ีสามารถใช้ไนเตรต            
ไนทริกออกไซด์ หรือซัลเฟต เป็นตวัรับอิเล็กตรอน แทนออกซิเจนอิสระในสภาวะแอน็อกซิก 
(Anoxic) ในปฏิกิริยาท่ีมีไนเตรตเป็นตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจนอิสระ  กระบวนการ                 
ดีไนทริฟิเคชนัจะมีขั้นตอนสุดทา้ยของปฏิกิริยาไดก้๊าซไนโตรเจนระเหยออกจากระบบ 

2.2 แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทเีรีย (Ammonia-oxidizing bacteria; AOB) 

AOB เป็นแบคทีเรียประเภทออโตโทรป ซ่ึงใชแ้อมโมเนียเป็นแหล่งพลงังานและใชแ้หล่ง
คาร์บอนจากคาร์บอนไดออกไซด ์แบคทีเรียประเภทน้ีมีหนา้ท่ีเปล่ียนแอมโมเนียเป็นไนไตรต ์  

 
2.2.1 การจัดล าดับความคล้ายของ AOB (Phylogenetic tree) 
 

2.2.1.1 การแบ่งล าดับความคล้ายโดยใช้ยนี 16S rRNA (16S rRNA base on  
phylogenetic tree) 

ในปี ค.ศ. 1978 Woese และคณะ อา้งถึงใน Koops และคณะ (2003) ไดว้เิคราะห์  
AOB โดยการจดัล าดบัความคลา้ย โดยใช ้16S rRNA ไดเ้ป็นคร้ังแรก โดยแบ่ง AOB ท่ีแตกต่างกนั
อยา่งชดัเจน ได ้2 ประเภท ไดแ้ก่ ประเภทเบตา้โพรทิโอแบคทีเรีย (Betaproteobacteria) ไดแ้ก่ สกุล 
Nitrosomonas Nitrosospira Nitrosovibrio และ Nitrosolobus (ดงัภาพท่ี 2.3) และประเภทแกมมา
โพรทิโอแบคทีเรีย (Gammaproteobacteria) ไดแ้ก่ สกุล Nitrosococcus   

ส่วนสกุล Nitrosomonas Nitrosospira Nitrosovibrio และ Nitrosolobus เป็นสกุลท่ี 
มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนั ในการจดัล าดบัความคลา้ยโดยใชย้ีน 16S rRNA และยงัไม่แน่ใจในการ
รองรับการจดัล าดบัความคลา้ยยอ่ย (Subdivision) ของแบคทีเรีย ใน 4 สกุลน้ี อยา่งไรก็ตาม Koops 
และคณะ (2003) ไดเ้สนอให้แยกสกุล Nitrosospira Nitrosovibrio และ Nitrosolobus เพื่อแบ่งล าดบั
ยอ่ยออกเป็นสกุลเดียว แต่ในทางตรงกนัขา้ม Nitrosomonas ไดพ้ฒันาล าดบัชั้นยอ่ยใน 6 สกุลท่ีมี
ความสัมพนัธ์สอดคลอ้งกนัซ่ึงมีความแตกต่างกนัโดยใชว้ธีิแยกแบบก่ิงกา้น (Treeing methods) โดย
ใชค้วามสัมพนัธ์มากกวา่ร้อยละ 90 ในการแบ่ง (ดงัภาพท่ี 2.4) 
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ภาพท่ี 2.3 การจดัล าดบัความคลา้ยโดยใชย้นี 16S rRNA ของ AOB ประเภทเบตา้โพรทีโอแบคทีเรีย 
(Koops และคณะ, 2003) 
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ภาพท่ี 2.4 การจดัล าดบัความคลา้ยโดยใชย้นี 16S rRNA ของ AOB เฉพาะสกุล Nitrosomonas     
(Koops และคณะ, 2003) 
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2.2.1.2 การจัดล าดับความคล้ายโดยใช้ยนี amoA   
ยนี  amoA (ammonia monooxygenase Subunit A) ในการสร้างเอน็ไซม ์ 

“ammonia monooxygenase” ท่ีใชย้อ่ยแอมโมเนีย ซ่ึงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
(Polymerase chain reactions; PCR) มี 453 คู่เบส (Rotthauwe และคณะ, 1997 อา้งถึงใน Koops และ
คณะ, 2003) การจดัล าดบัความคลา้ยจดัไดต้ามล าดบัเบสของกรดอะมิโนของยีน amoA ท่ีตดัออกมา
ซ่ึงไดผ้ลคลา้ยกบัการจดัล าดบัความคลา้ยโดยใชย้นี 16S rRNA   

กลุ่มสกุล  Nitrosospira Nitrosolobus และ Nitrosovibrio โดยมีลกัษณะทางสาย 
สัมพนัธ์ในเชิงเช้ือสายแบบเด่ียว (monophyletic) แนบชิดเป็นกลุ่มเดียวกนั ส าหรับแบคทีเรียกลุ่ม 
Nitrosomonas ชนิด N. europaea/ Nc. Mobilis และสกุล N. marina มกัพบในวิธีแยกแบบก่ิงกา้น 
ขณะท่ีสกุล N. communis และสกุล N. oligotropha ไม่ไดมี้ลกัษณะทางสายสัมพนัธ์ในเชิงเช้ือสาย
แบบเด่ียวแนบชิดกนัเสมอไป (Koops และคณะ, 2003) (ดงัภาพท่ี 2.5)   
 

2.2.2 ลกัษณะสมบัติและแหล่งทีพ่บ AOB  
การคดัแยกสกุลเป็นจุดเร่ิมตน้ของการจ าแนกส่ิงมีชีวิตออกเป็นหมวดหมู่ โดยเร่ิมจ าแนก

แบบรูปร่างเซลล์เป็นอย่างแรก หลังจากนั้ นแยกแบบลักษณะสมบัติ (Characteristics) โดยใช้
ขอ้ก าหนดในการแบ่งสกุล Nitrosomonas Nitrosococcus Nitrosospira Nitrosolobus และ 
Nitrosovibrio ตามลกัษณะสมบติั (ดงัตารางท่ี 2.1) ซ่ึงสามารถแบ่งไดเ้ป็นกลุ่มตามความชอบใน
สภาวะแวดลอ้มของท่ีอยูอ่าศยั 

กลุ่มประชากร AOB แต่ละกลุ่มพบไดท่ี้สภาวะแวดลอ้มต่างกนั จากการคดัแยกเช้ือ พบวา่ 
แบคทีเรียพวกแกมมาโพรทีโอแบคทีเรีย (Gammaproteobacterial AOB)  พบในน ้ าทะเล มหาสมุทร 
และแบคทีเรียประเภทเบตา้โพรทิโอแบคทีเรีย (Betaproteobacterial AOB) พวกทนต่อสภาวะ
แวดลอ้มท่ีมีเกลือได้ ไดแ้ก่ สกุล  N. europaea/ Nc. mobilis และ N. halophila สกุลท่ีพบไดใ้น
ระบบบ าบดัน ้ าเสีย ไดแ้ก่ สกุล N. europaea/ Nc. mobilis และ N. oligotropha ส่วนสกุลท่ีไม่
สามารถทนเกลือได ้พบไดใ้นดิน ไดแ้ก่ สกุล Nitrosospira และ N. communis พบในน ้ าจืด ไดแ้ก่ 
สกุล  N. oligotropha (ดงัตารางท่ี 2.1)   
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ภาพท่ี 2.5 การจดัล าดบัความคลา้ยโดยใชย้นี amoA ของAOB ประเภทเบตา้โพรทีโอแบคทีเรีย  

(Koops และคณะ, 2003) 
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2.2.3 ปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมทีม่ีผลกระทบต่อประชากร AOB 
 

2.2.3.1 ความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย  
AOB แต่ละสกุลเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียแตกต่างกนั ซ่ึง 

AOB ใช้แหล่งพลงังานจากแอมโมเนียและยเูรีย ในการสร้างเซลล์และ AOB แต่ละกลุ่มมีความ
ตอ้งการแอมโมเนียในการสร้างเซลล์ไม่เท่ากนั เช่น ในการทดลองโดยใชต้ะกอนจุลินทรียแ์บบใช้
สายพนัธ์ุบริสุทธ์ิ (Pure culture) สกุล N. eropaea N. eutropha N. mobilis และ N. communis เจริญ
ไดดี้ในสภาวะท่ีมีปริมาณแอมโมเนียสูง (ความเขม้ขน้แอมโมเนียคร่ึงหน่ึงท่ีใช้ในการสร้างเซลล ์
(KS) ในช่วง 16.1-32.9 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ) ส่วนสกุล  N. oligotropha เจริญไดดี้ในสภาวะ
ท่ีมีปริมาณแอมโมเนียต ่า (ค่า KSอยู่ในช่วง 0.4-2.1 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) พบไดใ้นระบบ
บ าบดัน ้ าเสียท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนียต ่า เช่น ดินตะกอนน ้ าจืด (Limpiyakorn และคณะ, 2007) 
เป็นตน้ (Koops และคณะ, 2003) (ดงัตารางท่ี 2.1) และค่า KS ของสายพนัธ์ุ N. eropaea มีค่าในช่วง 
12.3-27.4 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร (Laanbroek และคณะ, 1994) และ 7.7 มิลลิกรัมไนโตรเจน
ต่อลิตร (Habbena และคณะ, 2009 ) และสกุล  N. oligotropha ค่า KS อยูใ่นช่วง 0.4–1.1 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร (Stech และคณะ, 1995) และ 0.7–1.4 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร (Bollmann 
และคณะ, 2002) (ดงัตารางท่ี 2.2) 
 

 
 
 

 ตารางท่ี 2.1 ลกัษณะสมบติัและแหล่งท่ีพบ AOB กลุ่มต่างๆ (Koops และคณะ, 2003) 
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ตารางท่ี 2.2 ค่า KS ของจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ 

ชนิดพนัธ์ุ สายพนัธ์ุ 
จุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ 

KS (มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร) 

อา้งอิง 

AOB 

N. europaea 
12.3-27.4 Laanbroek และคณะ, 1994 

7.7 Habbena และคณะ, 2009 

N. oligotropha 
0.4–1.1 Stech และคณะ, 1995  

0.7-1.4 Bollmann และคณะ, 2002 

 
2.2.3.2 ความสามารถในการใช้ยูเรีย (Urea activity)   
AOB ท่ีสามารถด ารงชีวติอยูไ่ดท้ ั้งภายใตส้ภาวะท่ีมียเูรีย ไดแ้ก่ สกุล  

N. oligotropha N.urea N.nitrosa และ N.marina และภายใตส้ภาวะไม่มียเูรีย ไดแ้ก่ สกุล N. eropaea 
N. eutropha  Nc.mobilis และ N.communis (Koops และคณะ, 2003) (ดงัตารางท่ี 2.1) 
 

2.2.3.3 การทนต่อสภาพความเค็ม 
AOB ประเภทแกมมาโพรทิโอแบคทีเรียทั้งหมดพบในน ้าทะเล ส่วน AOB  

ประเภทเบต้าโพรทิโอแบคทีเรียท่ีพบในน ้ าทะเล ได้แก่ สกุล N.marina N.aestuarii และ 
N.cryotolerans และสกุลท่ีสามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมท่ีมีเกลือได้ ได้แก่ N. europaea                                      
N. eutropha N.halophila และ Nc.Mobilis (ดงัภาพท่ี 2.6) 
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ภาพท่ี 2.6 ปัจจยัส่ิงแวดลอ้มและสถานท่ีพบของ AOB (Koops และ Pommerening-Röser , 2001) 

 

2.3 แอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงอาร์เคีย (Ammonia oxidizing archaea; AOA) 
ในอดีตเช่ือเสมอมาว่า AOB เป็นส่ิงมีชีวิตเดียวในการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็น              

ไนไตรต์ ในวฏัจกัรไนโตรเจน (Nitrogen cycle) แต่เม่ือเวลาไม่นานมาน้ีพบว่าส่ิงมีชีวิตอีกชนิดท่ี
เรียกวา่ อาร์เคีย (Archaea) สามารถออกซิไดซ์แอมโมเนียใหเ้ป็นไนไตรตไ์ดเ้ช่นกนั  

เร่ิมจาก ปี ค.ศ. 2004 Venter และคณะ ไดท้  า short gun sequence กบัจุลินทรียใ์นทะเล 
Sargasso sea โดยพบยนี amo ในอาร์เคีย ซ่ึงมีลกัษณะเช่นเดียวกบั AOB การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นคร้ัง
แรกของโลกท่ีพบ AOA และถือไดว้า่เป็นจุดเปล่ียนดา้นแนวความคิดในการก าจดัแอมโมเนีย และ
ในปีเดียวกนัไดมี้การศึกษาการกระจายตวัของอาร์เคียซ่ึงเป็นโปรคาร์ริโอตทั้งหมดในมหาสมุทร
อาร์กติก (Herndl และคณะ, 2005) ต่อมา Treusch และคณะ (2005) พบ Crenarchaeota เป็นอาร์เคีย
กลุ่มออโตโทรป ท่ีใช้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน (Euryarchaeota เป็นกลุ่มอาร์เคีย
ประเภทเฮเทอโรโทรป ใชส้ารอินทรียค์าร์บอน (organic carbon) เป็นแหล่งคาร์บอน) โดยพบวา่ใน
จุดส ารวจมีอาร์เคีย มากกวา่ แบคทีเรีย และพบยีน amo ใน Crenarchaeota ในดินตะกอนมหาสมุทร
และยงัยนืยนัวา่พบยนี amo ใน AOA ซ่ึงอยูใ่นกลุ่ม Crenarchaeota   
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Könneke และคณะ (2005) ไดท้  าการคดัแยก AOA ในทะเลไดเ้ป็นคร้ังแรกของโลกและ
เป็นAOA ตวัเดียวท่ีมีอยูใ่นปัจจุบนั โดยท าการบ่มท่ีอุณหภูมิใกลเ้คียงกบัน ้าทะเลในสภาวะท่ีมีความ
เขม้ขน้แอมโมเนียนอ้ยและมืด (โดยตั้งช่ือวา่ Nitrosopumilus maritimus) ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่ม I.1a และ
เม่ือน าอาร์เคียชนิดน้ีไปทดสอบว่าเป็น AOA จริงหรือไม่ พบวา่ใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอน 
และใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งพลงังาน เม่ือเวลาเปล่ียนแปลงไป ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในน ้ า
ทะเลลดลง แต่จ านวนเซลล์ของอาร์เคียกลบัเพิ่มข้ึนและมีความเขม้ขน้ของไนไตรต์ก็เพิ่มข้ึนดว้ย 
และยนืยนัวา่อาร์เคียท่ีแยกออกมาไดน้ั้นมียนีส าหรับยอ่ยแอมโมเนีย (ยีน amo) การศึกษาต่อๆมาใน
น ้ ากร่อยก็พบว่ามียีน amoA ของ AOA มากกว่า ของ AOB และในปีเดียวกนั Francis และคณะ 
(2005) พบยีน amoA ของAOA มากกวา่ยีน amoA ของ AOB ในดินตะกอนทะเลจากทะเลด าและ
พบ AOA ใน Cluster A ในถงัน ้ าทะเล (Water column) ตลอดความลึกของน ้ า นอกจากน้ี Beman 
และ Francis (2006)  พบวา่ ฤดูกาลมีผลต่อความหลายของ AOA  

จากการคน้พบ AOA ในน ้ าเค็ม เป็นแนวทางให้เกิดการคน้หา AOA ในดินโดย Leininger 
และคณะ (2006) พบ AOA ในดินทั้งดินธรรมดาและดินท่ีใชปุ๋้ย ซ่ึงการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ในดิน
ธรรมดาและดินท่ีใชปุ๋้ยมียีน amoA ของ AOA มากกวา่ยีน  amoA ของ AOB และท่ีความลึกของชั้น
ดินทุกตวัอย่างยิ่งลึกลงไปเร่ือยๆ อตัราส่วนของจ านวนยีน amoA ของ AOA ต่อจ านวนยีน amoA 
ของAOB เพิ่มข้ึน เน่ืองจากขอ้จ ากดัในเร่ืองออกซิเจนในดินท่ีมีผลต่อการท างานของ AOB Wuchter 
และคณะ (2006) พบจ านวนยีน amoA ของ Crenarchaeota มากกวา่ยีน amoA ใน AOB ในชายฝ่ัง 
North Sea ท่ีความลึกมากกวา่ 1,000 เมตร และ Beman และ Francis (2006) พบวา่ในเขตปากอ่าว
ทะเล Behia del Tóbari ประเทศเม็กซิโก พบจ านวน ยีน amoA ของAOA มากกว่า ยีน amoA ใน 
AOB และเม่ือ   ไม่นานมาน้ี Habbena และคณะ (2009) ไดศึ้กษาค่าจลนพลศาสตร์ของ AOA ในถงั
น ้ าทะเล (Aquarium tank) โดยมีค่า Km ใกลเ้คียงกนักบัส่ิงมีชีวิตชนิดหน่ึงท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนีย
ในน ้าทะเล จึงแสดงใหเ้ห็นวา่ส่ิงมีชีวิตท่ีท าหนา้ท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียให้เป็นไนไตรตใ์นน ้ าทะเล
ท่ีแทจ้ริงน่าจะเป็น AOA มากกวา่ท่ีจะเป็น AOB  

 ต่อมามีการศึกษา AOA ในระบบบ าบดัน ้ าเสียโดยเร่ิมจาก Park และคณะ (2006) ไดศึ้กษา
การมีอยู่ของ AOA ในระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบตะกอนเร่ง โดยศึกษาในระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีเก็บ
ตะกอนจุลินทรียแ์ละระยะเวลากกัเก็บน ้าเป็นระยะเวลานาน AOA ท่ีพบนั้นอยูใ่น Cluster D ในสกุล 
Crenachaeota ต่อมา Zhang และคณะ (2009) ศึกษาการปรากฏของ AOA ในระบบตะกอนเร่งใน
หอ้งปฏิบติัการและในระบบบ าบดัน ้ าเสียจริงในประเทศฮ่องกงเพื่อเป็นการยืนยนัการพบ AOA ใน
ระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบตะกอนเร่ง หลงัจากเดินระบบ 30 วนั พบ AOA ทั้งในระบบบ าบดัน ้ าเสีย
จริงและระบบบ าบดัน ้ าเสียในห้องปฏิบติัการ และ Wells และคณะ (2009) ไดศึ้กษาความสัมพนัธ์
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ของจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียกบัแอมโมเนียท่ีถูกก าจดัไปในระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบตะกอน
เร่ง โดยท าการนบัจ านวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ในระบบบ าบดัน ้ าเสียระบบเดียว พบวา่ 
จ านวน amoA ของ AOB มากกว่า AOA มาก ดงันั้นจึงสรุปไดว้่า AOB มีผลต่อการออกซิไดซ์
แอมโมเนีย และ AOA ไม่มีผลต่อการออกซิไดซ์แอมโมเนียแต่อย่างใด และผลการทดลองใน
ประเทศไทย Limpiyakorn และคณะ (2011)  คน้พบยีน amoA ของ AOA มากกวา่ยีน amoA ของ 
AOB  ในระบบบ าบดัน ้าเสียชุมชนของกรุงเทพมหานครหลายระบบ แต่ไม่พบยีน amoA ของ AOA 
ในระบบบ าบดัน ้าเสียอุตสาหกรรมท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนียสูงเลย 

  
2.3.1 ปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมทีม่ีผลกบั AOA 
 

2.3.1.1   ฤดูกาล 
ฤดูกาลมีผลต่อจ านวน AOA ในน ้าทะเล โดยในฤดูหนาวทางตอนเหนือของชายฝ่ัง  

North Sea พบวา่ มี 16S rDNA ของ Crenarchaeota และยนี amoA ของAOA ในฤดูหนาวมากกวา่ฤดู
ร้อน (Wuchter และคณะ, 2006)  
 

2.3.1.2 อุณหภูมิ 
อุณหภูมิสูงหรือต ่าไม่มีผลกระทบต่อกลุ่มประชากร AOA โดย AOA สามารถ 

เจริญเติบโตไดท่ี้อุณหภูมิ 0.2-97 องศาเซลเซียส  (Erguder และคณะ, 2009) ซ่ึงคน้พบในสภาวะ
ตั้งแต่ 4 องศาเซลเซียส (Non-Thermophilic) ในเขตปากอ่าวทะเล (Erguder และคณะ, 2009) และ
พบท่ีอุณหภูมิปกติ (Könneke และคณะ, 2005; Wunchter และคณะ, 2006 และ Zhang และคณะ, 
2009) ต่อมาพบวา่ AOA สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้อุณหภูมิสูง (Thermopilic) Hatzenpichler และ
คณะ (2008) พบ AOA ท่ีน ้ าพุร้อน ซ่ึงมีอุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส แต่ไม่พบ AOB ทั้งการตรวจวดั
โดยวิธีการโคลนน่ิงและวิธี Fluorescence In Situ Hybridization และ De La Torre และคณะ (2008) 
พบ AOA ชนิดพนัธ์ุ Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii ท่ีบ่อน ้ าร้อนในอุทยานแห่งชาติ               
เยลโลสโตน ซ่ึงมีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เหตุท่ีเป็นเช่นน้ี อาจเป็นเพราะอาร์เคีย ซ่ึงเป็นบรรพ
บุรุษของ AOA พบคร้ังแรกท่ีในบ่อน ้ าร้อนในอุทยานแห่งชาติเยลโลสโตน (Woese และคณะ, 
1978) ต่อมาไดว้วิฒันาการตามล าดบัท าให ้AOA สามารถด ารงชีวติไดท่ี้อุณหภูมิสูง 
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2.3.1.3 ความเข้มข้นของแอมโมเนีย 
ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่าส่งผลใหก้ารเจริญเติบโตของกลุ่มประชากร AOA  

ดีกวา่การเจริญเติบโตของกลุ่มประชากร AOB แต่ในสภาวะท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูงส่งผล
ท าให้กลุ่มประชากร AOB สามารถเจริญเติบโตไดดี้กวา่กลุ่มประชากร AOA ดงันั้นความเขม้ขน้
ของแอมโมเนียจดัเป็นปัจจยัจ ากดั (Limiting Factor) ซ่ึงในการเจริญเติบโตของ AOA ในน ้ าเค็ม
หรือระบบนิเวศน์ท่ีมีแอมโมเนียในระบบนอ้ยๆ (Könneke และคณะ, 2005) การศึกษาคร้ังแรก 
Venter และคณะ (2004) พบยีน amo ในอาร์เคียจากการท า short gun sequence จากน ้ าตวัอยา่งใน
ทะเล Sargusso Sea จึงเป็นแนวความคิดให้เร่ิมมีการศึกษา AOA ในสภาพแวดลอ้มต่างๆ เร่ิมจาก 
Könneke และคณะ (2005) ไดท้ดลองคดัแยก AOA ในทะเล ซ่ึงพบ AOA ในน ้ าจากชายฝ่ังทะเล ท่ีมี
เขม้ขน้ของแอมโมเนียนอ้ยกวา่ 0.00042–1.4 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร และในทะเลเปิด ท่ีความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียนอ้ยกวา่ 0.42–14 ไมโครกรัมไนโตรเจนต่อลิตร (Könneke และคณะ, 2005; 
Wuchter และคณะ, 2006 และ Beman และ Francis, 2008 อา้งถึงใน Erguder และคณะ, 2009) 
Beman และ Francis (2006) ศึกษาความหลากหลายของ AOA และ AOB ในดินตะกอนท่ีปากอ่าว
ทะเลในประเทศเมก็ซิโก พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย 0.308-1.288 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร จ านวนยีน amoA ของ AOA มากกว่า จ  านวนยีน amoA ของ AOB De La Torry และคณะ 
(2008) พบ AOA ท่ีบ่อน ้ าร้อนในอุทยานแห่งชาติเยลโลสโตน ท่ีมีแอมโมเนีย 1.33 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร และการศึกษาเร่ืองจลนพลศาสตร์ในการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ
AOB ในน ้ าทะเล พบวา่ AOA มีค่า Km น้อยกวา่ AOB และใกลเ้คียงกบัค่า  Km ในกระบวนการ
ไนทริฟิเคชนัในน ้ าทะเลมากกว่า ค่า Km ของ AOB ดงันั้น AOA น่าจะจึงเป็นตวัการส าคญัใน
กระบวนการออกซิไดซ์แอมโมเนียในน ้าทะเล (Habbena และคณะ, 2009)  
 

2.3.1.4 ความเค็ม 
ความเคม็ส่งผลต่อสายพนัธ์ุของกลุ่มประชากร AOB แต่ส่งผลไม่ชดัเจนต่อการ 

ด ารงชีวิตของ AOA ซ่ึงพบกลุ่มประชากร AOA ในน ้ าทะเล ดิน น ้ ากร่อย และในถงัเติมอากาศของ
ระบบบ าบดัน ้ าเสีย แต่ไม่มีรายงานวา่พบ AOA ในแหล่งน ้ าจืด AOA คน้พบคร้ังแรกในถงัน ้ าทะเล 
ของทะเล Sargasso (Venter และคณะ, 2004) ต่อมา Könneke และคณะ (2005) ไดค้ดัแยก AOA ใน
ทะเลไดเ้ป็นคร้ังแรกในโลกและเป็นชนิดพนัธ์ุเดียวท่ีมีอยู่ในปัจจุบนั โดย สามารถแยกอาร์เคียได้
เพียงสกุลเดียว ตั้งช่ือวา่ Nitrosopumilus maritimus  ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่ม I.1a  และในปีเดียวกนั Francis 
และคณะ (2005) ศึกษายีน amoA ของ AOA ในดินตะกอนในทะเล และในถงัน ้ าทะเล จากทะเลด า 
โดยในดินตะกอนทางตอนกลางของอ่าว San Farnsisco มีค่าความเค็ม 30.5 psu  และในดินตะกอน
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ทางตอนเหนือของอ่าว San Francisco มีค่าความเค็ม 0.5 psu  พบว่า จากการโคลน Sequence มี
จ านวน amoA ของอาร์เคียในตะกอนทางตอนเหนือมากกว่าตะกอนทางตอนกลางของอ่าว Beman 
และ Francis (2006) พบยีน amoA ของ AOA มากกวา่ AOB ในเขตปากอ่าวทะเล Behia del Tobori 
ประเทศเม็กซิโก ซ่ึงมีค่าความเค็มประมาณ 36 psu และ Wuchter และคณะ (2006) พบยีน amoA 
ของ Crenarchaeota ในชายฝ่ัง North Sea ซ่ึง เป็นทะเลเปิด (ค่าความเค็มมากกวา่ 27 psu) และพบวา่ 
Crenarchaeota มีความส าคญัต่อกระบวนการไนทริฟิเคชนัในทะเลมากกว่าแบคทีเรีย (Bacterial 
Nitrifiers)  
 

2.3.1.5 ความเข้มข้นของออกซิเจน 
   AOA สามารถด ารงชีวิตอยู่ไดใ้นสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของออกซิเจนตั้งแต่ต ่า
จนกระทัง่สูง ซ่ึงในงานวิจยัของ Francis และคณะ (2005) พบ AOA ในถงัน ้ าทะเล ในเขตท่ีมี
ออกซิเจนละลายท่ีความเขม้ขน้ต ่ากวา่ 3.1 ไมโครกรัมต่อลิตร ต่อมา Park และคณะ (2006) พบวา่ 
ระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบตะกอนเร่ง ท่ีควบคุมค่าความเขม้ขน้ของออกซิเจนละลายต ่ากว่า 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีจ านวนของ AOA  มากกกวา่ AOB ส่วนระบบบ าบดัแบบตะกอนเร่งท่ีควบคุมค่า
ความเขม้ขน้ของออกซิเจนละลายมากกวา่ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองไม่พบ AOA และจาก
งานวจิยัของ Wells และคณะ (2009) พบ AOA ในระบบบ าบดัน ้าเสียแบบตะกอนเร่งท่ีควบคุมความ
เขม้ขน้ของออกซิเจนในระดบั 3.1-4.5 มิลลิกรัมต่อลิตร จากงานวิจยัขา้งตน้จึงสรุปไดว้่าความ
เขม้ขน้ของออกซิเจนส่งผลไม่ชดัเจนต่อ AOA ในกระบวนการออกซิไดซ์แอมโมเนีย 
 

2.3.1.6 แหล่งคาร์บอน (Carbon Source) 
AOA จดัเป็นจุลินทรียป์ระเภทออโตโทรป โดยใชค้าร์บอนไดออกไซดเ์ป็นแหล่ง 

คาร์บอน จากงานวิจยัของ Herndl และคณะ (2005) พบวา่ Crenarchaeota ใชค้าร์บอนไดออกไซด์
เป็นแหล่งคาร์บอน และ Euryarcheota ใชค้าร์บอนอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอน และในงานวิจยัของ 
De La Torre และคณะ (2008) ไดศึ้กษาอาร์เคียในบ่อน ้าร้อนในเขตอุทยานแห่งชาติเยลโลสโตน พบ          
Candidatus Nitrosocaldous yellowstonii ใชแ้หล่งคาร์บอน จากไบคาร์บอนเนตเพียงแหล่งเดียวใน
การกระบวนการออกซิไดซ์แอมโมเนีย  
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2.3.1.7 อนิทรียวตัถุ (Organic matter) 
อินทรียวตัถุเป็นตวัขดัขวางการเจริญเติบโตของกลุ่มประชากร AOA โดย  

Könneke และ คณะ (2005) ได้ท าการคดัแยก AOA โดยการเติมสารประกอบอินทรีย ์(Organic 
compound) ท่ีความเขม้ขน้น้อยๆ ลงไปในน ้ าทะเลตวัอย่าง พบว่า อินทรียวตัถุเป็นตวัขดัขวางการ
เจริญเติบโตของ AOA และในงานวิจยัของ He และคณะ (2007) ไดศึ้กษากลุ่มประชากร AOA ใน
ดินปกติและดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยชนิดต่างๆ พบว่า ในดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยไนโตรเจน ฟอสฟอรัสและมี
อินทรียวตัถุผสมอยู่ พบจ านวนยีน amoA ของ AOA ใกลเ้คียงกบัยีน amoA ของ AOB แต่ใน
ตวัอย่างดินควบคุมท่ีไม่ใส่ปุ๋ยและในดินท่ีใส่ปุ๋ยชนิดต่างๆ แต่ไม่ใส่อินทรียวตัถุ พบจ านวนยีน 
amoA ของ AOA มากกวา่ AOB  
 

2.3.1.8 พเีอช (pH) 
AOA สามารถด ารงชีวติอยูไ่ดท่ี้พีเอช 2.5-9.0 จากงานวจิยัของ De La Torre และ 

คณะ (2008) พบยีน amoA ของ AOA ในส่ิงแวดลอ้มท่ีมีอุณหภูมิสูง (Thermophilic) และมีค่าพีเอช 
9.0 นอกจากน้ี Nicol และ Schleper (2008) ยงัพบจ านวนยีน amoA ของ AOA มากกวา่จ านวนยีน 
amoA  ของ AOB ในดินท่ีมีค่าพีเอช 4.9-7.5 พบวา่ค่าพีเอชท่ีเพิ่มข้ึนมีผลท าใหจ้  านวนยีน amoA ของ
กลุ่มประชากร AOA ลดลงเพียงเล็กนอ้ยเท่านั้น นอกจากน้ีช่วงพีเอชดงักล่าว พบวา่ ในดินท่ีพีเอชต ่า
กวา่ 6.5 ท าให้ยีน amoA ของกลุ่มประชากร AOB ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั และจากการรวบรวมและ
อภิปรายของ Erguder และคณะ (2009) พบวา่ในส่ิงแวดลอ้มท่ีมีพีเอช ตั้งแต่ 3.7 จนถึง 8.6 และใน
ส่ิงแวดลอ้มท่ีมีพีเอชต ่ากวา่ 6.5 ส่งผลใหก้ลุ่มประชากร AOB ลดลงอยา่งชดัเจน ดงันั้นพีเอชต ่าและ
สูงเกินไปจึงมีผลท าใหจ้  านวนประชากร AOA ลดลง 
 

2.3.1.9 ระยะเวลากกัเกบ็น า้และระยะเวลากกัเกบ็ตะกอนจุลนิทรีย์ 
ระยะเวลากกัเก็บน ้าและระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรียมี์ผลไม่ชดัเจนต่อกลุ่ม 

ประชากร AOA ในงานวิจยัของ Park และคณะ (2006) พบว่า ระยะเวลากกัเก็บน ้ าและระยะเวลา     
กกัเก็บตะกอน จุลินทรียโ์ดยใชร้ะยะเวลานาน คือ ใชเ้วลามากกวา่ 15 วนั และมากกวา่ 24 ชัว่โมง 
ตามล าดบั พบ AOA อยูใ่นระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบตะกอนเร่ง ต่อมา Zhang  และคณะ (2009) ได้
ท าการศึกษาซ ้ าอีกคร้ัง แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 ส่วน คือ ในระบบบ าบดั
น ้ าเสียท่ีควบคุมระยะเวลากกัเก็บน ้ าท่ี 6.8 ชัว่โมง ท่ีระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรียท่ี์ 14.2 วนั 
และในระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีควบคุมระยะเวลากกัเก็บน ้ า 22 ชัว่โมง ท่ีระยะเวลากกัเก็บตะกอน
จุลินทรียท่ี์ 11 วนั พบ ยีน amoA ของ AOA ทั้ง 2 ระบบ ดงันั้นระยะเวลากกัเก็บน ้ าและระยะเวลา 
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กกัเก็บตะกอนจุลินทรียจึ์งไม่มีขอ้มูลชดัเจนวา่ใชร้ะยะเวลานานหรือไม่ ในการพบกลุ่มประชากร 
AOA ในระบบบ าบดัน ้าเสียแบบตะกอนเร่ง  
 

2.3.1.10   ซัลไฟด์ 
ซลัไฟดข์ดัขวางการท างานของยนี amo ใน AOB แต่ยงัไม่มีรายงานถึงการขดัวาง 

การท างานของยนี amo ใน AOA จากการศึกษา AOA ในสภาวะแอน็อกซิกและในสภาวะไร้อากาศ 
(Anaerobic) มีไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) เกิดข้ึนและมีแอมโมเนีย ในทะเล Black Sea พบ AOA ใน
กลุ่ม I.1a ตามระดบัความลึกลงไปของชั้นดินตะกอน ทั้งในการตรวจวดัยีน 16S rRNA และยีน 
amoA และไม่พบ AOB ในส่วนของผลกระทบของซัลไฟด์ต่อการออกซิไดซ์แอมโมเนีย AOB 
(Coolen และคณะ, 2007)  ซ่ึงเป็นการท าซ ้ าท่ีก่อนหนา้น้ี Kuypers และคณะ (2003) พบ anammox 
bacteria เป็นตวัออกซิไดซ์แอมโมเนีย ท่ีความลึกของดินตะกอนท่ีสภาวะเกือบจะไร้ออกซิเจนใน
ทะเล Black Sea ต่อมา Caffrey และคณะ (2007) พบ AOA ในน ้ าทะเลท่ีมีซลัไฟด์ 0.1 ถึง 0.5      
มิลลิโมลาร์ ซ่ึงโดยทัว่ไปซัลไฟด์ถูกก าจดัโดยซัลไฟด์ออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรีย (Sulfide oxidizing 
bacteria) ในระบบไร้อากาศ ซ่ึงในอดีตได้พบอาร์เคียแบคทีเรีย (Archaeabacteria) เป็นคร้ังแรกใน
บ่อ น ้ าร้อนในอุทยานแห่งชาติเยลโลสโตน ซ่ึงเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีเจริญได้ดีในถ่ินท่ีมีก ามะถันสูง 
(Sulfolobus) (Woese และคณะ, 1978) ท าให้มีการวิเคราะห์วา่ AOA อาจมีเอนไซมห์รือยีนเฉพาะ
ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบั Sulfolobales ท่ีท าให้พวกมนัสามารถเจริญเติบโตและออกซิไดซ์แอมโมเนีย
ไดใ้นสภาวะท่ีมีซลัไฟด ์(Erguder และคณะ, 2009) 
 

2.3.1.11 ฟอสเฟต 
ฟอสเฟตไม่ส่งผลต่อการท างานของกลุ่มประชากร AOA โดยปัจจุบนัยงัไม่พบ 

งานวิจยัท่ีอธิบายถึงความสัมพนัธ์ระหว่างฟอสเฟตกบัการท างานของ AOA (Erguder และคณะ 
2009) แต่ในขณะน้ีพบเพียงว่า AOA สามารถเจริญเติบโตได้ในน ้ าเค็มท่ีมีฟอสเฟต จากงานของ 
Könneke และ คณะ (2005) สามารถคดัแยกชนิดพนัธ์ุ AOA ไดจ้ากตวัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ของ
ฟอสเฟต 0.29       ไมโครโมลาร์ ปนอยูใ่นน ้ าทะเล Erguder และคณะ (2009) ท าการรวบรวมและ
อภิปรายเร่ืองศึกษากลุ่มประชากร AOA ในน ้ าทะเลท่ีมีฟอสฟอรัสอินทรียล์ะลายน ้ า (Dissolve 
Organic Phosphorus; DOP) ในช่วงความเขม้ขน้ 0.01 ถึง 2.43 ไมโครโมลาร์ และฟอสเฟตท่ีความ
เขม้ขน้ 0.02 ถึง 0.85 ไมโครโมลาร์ พบยนี amoA ของ Crenarchaeota  
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2.4 ปริมาณสัมพนัธ์และจลนพลศาสตร์ของแบคทเีรีย (Bacterial stoichiometry and kinetics) 

 การทบทวนเอกสารในงานวิจัยน้ีจะกล่าวถึงปริมาณสัมพนัธ์และจลนพลศาสตร์ของ
แบคทีเรียกลุ่มออโตโทรปเป็นส่วนใหญ่อนัไดแ้ก่ สมการปริมาณสัมพนัธ์ส าหรับการเติบโตของ              
จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการบ าบดัน ้ าเสียชุมชนทางชีวภาพในรูปแบบใชอ้อกซิเจน สมการปริมาณสัมพนัธ์
ของแบคทีเรียกลุ่มออโตโทรป สมการส าหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มออโตโทรป และ
สมการในการหาอายตุะกอน มีรายละเอียดดงัน้ี (ชลธิพร สุทธิธรรม, 2549) 
  

2.4.1 สมการปริมาณสัมพนัธ์ส าหรับการเติบโตของจุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการบ าบัดน า้เสียชุมชน
ทางชีวภาพในรูปแบบใช้ออกซิเจน   
             สมการปริมาณสัมพนัธ์ส าหรับการเติบโตของจุลินทรียท์ั้งหมดเกิดจาก 3 สมการยอ่ย คือ 
สมการแสดงปฏิกิริยาสังเคราะห์เซลล์ใหม่ (Rc) สมการแสดงปฏิกิริยาส าหรับตวัรับอิเล็กตรอน 
(electron acceptor, Ra) และสมการแสดงปฏิกิริยาส าหรับตวัให้อิเล็กตรอน (electron donor, Rd) ซ่ึง
สามารถรวมกนัเป็นสมการปริมาณสัมพนัธ์รวม (R) ดงัน้ี  
 

                        R = Rd - feRa – fsRc        (Grady และคณะ, 1998)  (2.1) 
  เม่ือ          fe  =  สัดส่วนของตวัใหอิ้เล็กตรอนท่ีใชใ้นการผลิตพลงังาน (ไม่มีหน่วย) 
                 fs  =  สัดส่วนของตวัใหอิ้เล็กตรอนท่ีใชส้ังเคราะห์เซลล ์(ไม่มีหน่วย) 
              โดยท่ี              fe + fs = 1.0          (2.2) 

                            และ               fs = Y    เม่ือหน่วยของค่าคงท่ีของการเจริญเติบโต  
                                                 g-CellCOD/g-SubstrateCOD       
 

2.4.2 สมการปริมาณสัมพนัธ์ของแบคทีเรียกลุ่มออโตโทรป (Autotrophs) 
ในการสังเคราะห์เซลล์ (C5H7O2N)  ของแบคทีเรียกลุ่มออโตโทรปแบบใชอ้อกซิเจนจะใช้

แอมโมเนีย (NH4
+) เป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนและใชอ้อกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอน โดยท่ีใชค้่าคงท่ีการ

เจริญเติบโต (yield) เท่ากบั 0.053 g-Cell COD/g-Substrate COD ซ่ึงจะไดค้่า fe เท่ากบั 0.947 และ fs 
เท่ากบั 0.053 ซ่ึงมาจาก AOB เป็นหลกั (Metcalf และ Eddy, 2003) ไดส้มการปริมาณสัมพนัธ์รวม
ของแบคทีเรียกลุ่มออโตโทรปเป็นดงัน้ี  
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Rd : 1/8 NH4
+ + 3/8 H2O  1/8 NO3. + 5/4H+ + e-

                  (2.3) 
Ra : 1/2 H2O  1/4O2 + H+ + e-                   (2.4) 
RC  : 1/20 C5H7O2N + 9/20 H2O  1/50 CO2 + 1/20 HCO3. + 1/20 NH4

+ + H+ + e-             (2.5) 
R   :NH4

++1.85O2+0.08CO2+0.02HCO3.0.02C5H7O2N+1.08 H2O+0.98 NO3.
 +1.96H+        (2.6) 

 
2.4.3 จลนพลศาสตร์ส าหรับการย่อยสลายสารและการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มออโต

โทรป 
 

2.4.3.1 สมการของ Michaelis-Menten (Michaelis-Menten enzyme kinetics) 
Michaelis และ Mentenไดเ้สนอจลนพลศาสตร์ของปฏิกิริยาทางชีวเคมีท่ีมีเอนไซม ์

เป็นตวัเร่งเอาไวว้า่ เอนไซม์ (E) รวมตวักบัสารตั้งตน้หรือสับสเทรต (S) เกิดเป็น ES คือ เอนไซม์-
สารตั้งตน้เชิงซ้อน (enzyme-substrate complex) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาแบบยอ้นกลบั มีค่าคงท่ีของอตัรา
เท่ากบั k+1 และ k-1 ส า หรับปฏิกิริยาไปขา้งหนา้ และปฏิกิริยายอ้นหลงัตามล าดบั การแยกสลายตวั 
ES เป็นปฏิกิริยาของการเกิดผลิตภณัฑ์ (P) และเอนไซม์ (E) กลบัคืนมา ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาแบบไม่
ยอ้นกลบัท่ีมีค่าคงท่ีของอตัราเท่ากบั k+2  ดงัสมการ (2.7) (Goodman, 2010) เม่ืออธิบายเป็นอตัราเร็ว
ในการใชส้ารเพื่อยอ่ยสลายสารตั้งตน้แลว้จะไดต้ามสมการ (2.8) และเม่ือน าสมการท่ี (2.8) มาจดัท า
กราฟอธิบายความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการยอ่ยสลายสารตั้งตน้สูงสุดของจุลินทรียต่์อความเขม้ขน้
ของสารตั้งตน้ท่ีเปล่ียนแปลงไป ตามสมการของ Michaelis–Menten จะไดด้งัภาพท่ี 2.7  
 

    E + S      ES   P + E               (2.7) 
เม่ือ   k+1  k-1 k+2  คือ ค่าคงท่ีของอตัรา 

E  คือ เอนไซม ์
S   คือ สารตั้งตน้ 
P   คือ ปฏิกิริยาการเกิดผลิตภณัฑ ์
 

ซ่ึงสรุปเป็นสมการของ Michaelis-Menten 
 

   V     =  
SK

SV

m

m



                  (2.8) 

 

k+1 k+2 

k-1 
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เม่ือ  V   = อตัราเร็วในการยอ่ยสลายสารตั้งตน้, ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ต่อเวลา 
  Vm = อตัราเร็วสูงสุดในการย่อยสลายสารตั้งตน้, ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ต่อ
           เวลา 

Km = ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ท่ีตอ้งการส าหรับเอนไซมเ์ป็นคร่ึงหน่ึงของ 
        ความเร็วในการยอ่ยสลายสารสูงสุด, ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ต่อปริมาตร         
        สารตั้งตน้ 
S   = ความเขม้ของสารตั้งตน้, ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ต่อปริมาตรของสาร  
         ตั้งตน้ 

 
 

 

ภาพท่ี 2.7 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการยอ่ยสลายสารตั้งตน้สูงสุดของจุลินทรียต่์อความเขม้ขน้
ของสารตั้งตน้ท่ีเปล่ียนแปลงไป ตามสมการของ Michaelis–Menten 

 
2.4.3.2 สมการของ Monod (Monod growth kinetics) 
 Monod ไดศึ้กษาถึงจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ดงัสมการ (2.9)  

ท่ีปริมาณสารตั้งตน้ต่าง ๆ กนั มีเส้นโคง้คลา้ยกบัลกัษณะปฏิกิริยาชีวเคมีของเอ็นไซมก์บัสารตั้งตน้
ดงัแสดงไว ้ในสมการท่ี (2.7) ซ่ึงสมการท่ีแสดงปฏิกิริยาชีวเคมีดงักล่าวถูกสร้างโดย Michaelis-
Menten ดงัสมการ (2.8) ซ่ึงเอนไซมใ์นปฏิกิริยาชีวเคมี คือ ตวัแทนจุลินทรียใ์นระบบบ าบดัน ้ าเสีย 
(จารุณี, 2545) ซ่ึงจากสมการ (2.9) สามารถน ามาจดัท ากราฟอธิบายความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการ
เจริญเติบโตสูงสุดของจุลินทรียต่์อความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ท่ีเปล่ียนแปลงไป ดงัภาพท่ี2.8 
 

Vm 

Vm/2 

Km S ปริมาณสารอาหาร (Substate) 
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SK

S
YR

S

m

S






     (2.9) 

 
เม่ือ :  µ = อตัราการเจริญเติบโต, 1/เวลา 

RS = อตัราการใชส้ารตั้งตน้, มิลลิกรัมของสารตั้งตน้ต่อมิลลิกรัมของจุลินทรียต่์อเวลา 
Y = ยลีดข์องจุลินทรีย,์ มิลลิกรัมของจุลินทรียต่์อมิลลิกรัมของสารตั้งตน้ 
µm= ค่าอตัราการเจริญเติบโตสูงสุดของจุลินทรีย,์ 1/เวลา 
KS= ค่าคงท่ีตามสมการของ Monod หรือความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ ณ จุดท่ีมีค่า µ เท่ากบั 
0.5 µm, มิลลิกรัมของสารตั้งตน้ต่อปริมาตรสารตั้งตน้ 

ภาพท่ี 2.8 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการเจริญเติบโตสูงสุดของจุลินทรียต่์อความเขม้ขน้
ของสารตั้งตน้ท่ีเปล่ียนแปลงไป ตามสมการของ Monod (จารุณี เรียมพิมพ,์ 2545) 

 
ดงันั้นความแตกต่างระหวา่งสมการ Michaelis-Menten และ สมการ Monod คือ  

สมการ Michaelis-Menten เป็นการอธิบายความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการใชส้ารตั้งตน้เพื่อกระตุน้
เอนไซมข์องจุลินทรียใ์นการยอ่ยสลายสารตั้งตน้และความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ แต่สมการ Monod 
เป็นการอธิบายความสัมพนัธ์ระหว่างอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของจุลินทรียแ์ละปริมาณสาร   
ตั้งตน้ท่ีใช ้
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2.4.4 ค่าจลนพลศาสตร์ทีเ่กีย่วข้องกบักระบวนการบ าบัดน า้เสียทางชีววทิยา 
 ค่าจลนพลศาสตร์ของระบบบ าบดัน ้ าเสียทางชีววิทยาเก่ียวขอ้งกบัอตัราการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย ์ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัสารอาหารท่ีมีอยู่ในน ้ าเสีย กล่าวคือจุลินทรียใ์ช้สารอาหาร
เหล่าน้ีในการเจริญเติบโต โดยท่ีจุลินทรีย์แต่ละประเภทใช้สารอาหารท่ีแตกต่างกันไป เช่น 
จุลินทรียก์ลุ่มแอมโมเนียออกซิไดซ์ซ่ิงแบคทีเรียใชแ้อมโมเนียเป็นแหล่งพลงังาน เป็นตน้  
 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า KS ของจุลินทรียแ์ต่ละประเภทกบัปริมาณสารอาหารในน ้ าเสีย 
(Limpiyakorn และคณะ, 2007) ในส่วนของการจุลินทรียท่ี์ใช้ออกซิเจน คือ เม่ือน ้ าเสียมีปริมาณ
สารอาหารมากกลุ่มประชากรจุลินทรียท่ี์มีค่า KS สูงจะเจริญเติบโตไดดี้ เน่ืองจากตอ้งการสารอาหาร
เพื่อใชใ้นการเจริญเติบโตมากจึงมีจ านวนเพิ่มข้ึนจนแทนท่ีกลุ่มประชากรท่ีมีค่า KS ต ่า จนกลายเป็น
ประชากรเด่นในระบบบ าบดัน ้ าเสียนั้นๆ และในทางกลบักันกลุ่มประชากรจุลินทรียท่ี์มีความ
ตอ้งการสารอาหารในการเจริญเติบโตต ่า จะมีค่า KS ต  ่า ดงันั้นในน ้ าเสียท่ีมีสารอาหารต ่ากลุ่ม
ประชากรจุลินทรียก์ลุ่มน้ีจึงเป็นกลุ่มประชากรเด่น 

 

2.5 ปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอร์เรสแบบเวลาจริง (Real-Time Polymerase Chain Reaction; Real-
Time PCR)  

 ปฏิกิริยา Real-time PCR เป็นวิธีท่ีพฒันามาจากปฏิกิริยา PCR โดยอาศยัหลกัการพื้นฐาน
เดียวกันในเร่ืองการเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรมหรือยีนของส่ิงมีชีวิต แต่มีข้อแตกต่างกัน คือ 
ปฏิกิริยา Real-time PCR ผลท่ีไดอ้อกมาจะเป็นไปในเชิงปริมาณ กล่าวคือ ปฏิกิริยาน้ีสามารถ
ค านวณจ านวนยีนท่ีตอ้งการออกมาไดเ้ม่ือเทียบกบักราฟมาตรฐาน แต่ผลของปฏิกิริยา PCR จะ
เป็นไปในเชิงคุณภาพเน่ืองไม่สามารถนบัไดจึ้งตอ้งน าตวัอยา่งท่ีผ่านปฏิกิริยาน้ีแลว้ไปกระท าการ
ต่อดว้ยวิธีการโคลนนิง (Clone Library) และ/หรือวิธีการ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 
(DGGE) ต่อจากนั้นท าการถอดรหสัพนัธุกรรมต่อไปเพื่อใหท้ราบสายพนัธ์ุของส่ิงมีชีวตินั้นๆ 
 

2.5.1 ส่วนประกอบของปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอร์เรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
 

2.5.1.1 แม่พมิพ์ (Template)  
แม่พิมพ ์คือแม่แบบของดีเอน็เอท่ีตอ้งการเพิ่มจ านวน ซ่ึงในท่ีน้ีคือดีเอน็เอจาก 

ตวัอยา่งท่ีตอ้งการศึกษา 
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2.5.1.2 ไพร์เมอร์ (Primer) 
ไพร์เมอร์ คือ ดีเอน็เอสายเด่ียวท่ีจบัคู่กบัปลายของแม่พิมพท์ั้ง 2 ดา้น คือ 3’ เป็น 

หมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ท่ีสามารถต่อกบันิวคลิโอไทดอ่ื์นได ้
 

2.5.1.3 Tag DNA polymerase  
Tag DNA polymerase คือ เอน็ไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีต่อสายดีเอน็เอ ทนความร้อนสูง  

(93 ถึง 95 องศาเซลเซียส) ได ้
 

2.5.1.4 นิวคลโิอไทด์  
นิวคลิโอไทด ์มี 4 ชนิด คือ (A-adenine, C-cytosine, G-guanine และ T-thymine)  

ต่อกนัเป็นดีเอน็เอสายใหม่ 
 

2.5.1.5 เคร่ืองท าปฏิกริิยา PCR (Thermal cycler)  
เคร่ืองท าปฏิกิริยา PCR เป็นเคร่ืองเปล่ียนอุณหภูมิแบบอตัโนมติั เพื่อให้ 

เกิดปฏิกิริยาต่อเน่ืองในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ  
 

2.5.2 หลกัการของปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอร์เรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
  ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (PCR) คือ เทคนิคการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอโดยท่ีปฏิกิริยา
ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนหลกัของการปรับเปล่ียนอุณหภูมิท่ีวนไปวนมา 30 ถึง 40 รอบ ในเคร่ือง 
thermal cycler (อโณทยั โภคาธิกรณ์, 2549) 
 

2.5.2.1 การท าให้สายดีเอน็เอคลายเกลยีว (Denaturing)  
สายดีเอน็เอจะคลายเกลียวไดท่ี้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส โดยท่ีความร้อนจะไป 

ท าลายพนัธะระหวา่งนิวคลิโอไทด์ ท าให้สายพนัธุกรรมท่ีมว้นเกลียวอยูเ่ป็นสายคู่แยกออกจากกนั
เป็นเส้นเด่ียว 2 เส้น และท่ีอุณหภูมิน้ีปฏิกิริยาต่างๆจากเอนไซมใ์นรอบก่อนหนา้นั้นจะส้ินสุดลง 
 

2.5.2.2 การท าให้สายดีเอน็เอเข้าคู่กบัไพร์เมอร์โดยใช้ความร้อน (Annealing)  
หลงัจากดีเอ็นเอเปล่ียนดีเอน็เอสายคู่ใหเ้ป็นดีเอน็เอสายเด่ียวแลว้ จากนั้นอุณหภูมิ 

จะลดลงมาจนอยูท่ี่ประมาณ 40-60 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอสายเด่ียวจะจบัเขา้คู่ไดก้บัไพร์เมอร์ท่ีเขา้
ไปเกาะติดกบัแม่พิมพแ์ละเตรียมเป็นตวัตั้งตน้ต่อสายคู่ของแม่พิมพต่์อไป 
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2.5.2.3 การเพิม่จ านวนดีเอน็เอ (Extension)  
การเพิ่มจ านวนดีเอน็เอเกิดข้ึนหลงัจากดีเอน็เอสายเด่ียวจบัคู่กบัไพร์เมอร์เรียบร้อย 

แลว้ โดยอุณหภูมิจะเพิ่มข้ึนจากเดิมเป็นอุณหภูมิ 68-72 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะต่อการ
ท างานของเอนไซม ์ท าใหมี้การน าเบสต่างๆ มาต่อทางดา้น 3’ ของไพร์เมอร์ โดยต่อให้ครบถว้นกบั
ตอนหน่ึงของดีเอ็นเอบนแม่พิมพท่ี์ไพร์เมอร์มาเกาะไว ้ โดยอุณหภูมิท่ีใชเ้หมาะสมกบั Taq DNA 
Polymerase ต่อจากนั้นจะเขา้สู่กระบวนการในขอ้ 2.5.2.1 จนถึงขอ้ 2.5.2.3 วนเวียนไปหลายๆ รอบ 
จนกลายเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่  
 

2.5.3 วธีิการติดตามการเพิม่จ านวนของดีเอน็เอ  
 

2.5.3.1 สีเรืองแสง (Fluorescent dyes)  
สารเปล่งแสง (Fluorochrome) สามารถซึมเขา้ไปในดีเอน็เอสายคู่ไดใ้นขั้นตอน 

การท าให้สายดีเอ็นเอเขา้คู่กับไพร์เมอร์โดยใช้ความร้อน และสามารถตรวจจบัสีเรืองแสงได้ท่ี
ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ กล่าวคือ ในระหวา่งขั้นตอนท าให้สายดีเอ็นเอคลายเกลียว ดีเอ็นเอ
ทั้งหมดจะกลายเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว ท่ีสถานะนั้นสารเรืองแสงจะอยูอ่ยา่งอิสระในสารละลาย ต่อ
ในระหวา่งขั้นตอนการท าให้สายดีเอ็นเอเขา้คู่กบัไพร์เมอร์โดยใชค้วามร้อน ไพร์เมอร์จะผสานกบั
ล าดบัเบสเป้าหมายกลายเป็นดีเอ็นเอสายคู่ท  าให้สารเรืองแสงสามารถซึมเขา้ไปได ้และเม่ือส้ินสุด
ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอ สีเรืองแสงซึมเขา้สู่ดีเอ็นเอสายคู่มากพอและเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแสง
อุลตราไวโอเลตเคร่ือง Real-time PCR ก็สามารถตรวจนับจ านวนส่ิงมีชีวิตนั้นๆได้ แต่ถา้เติม     
ไพร์เมอร์มากเกินไปจะเกิดการจบัคู่กนัเองระหว่างไพร์เมอร์ หรือท่ีเรียกว่า Primer-dimer สีเรือง
แสงก็จะซึมเขา้สู่ดีเอน็เอสายคู่นั้นๆไดเ้ช่นเดียวกนั ท าใหค้่าท่ีไดผ้ดิพลาด 
 

2.5.3.2 การใช้โพรบ (Probe) 
  การเปล่งแสงของโพรบเน่ืองจากฉลากเรืองแสงท่ีติดมา เม่ือโพรบเขา้ไปเกาะติด
กบัไพร์เมอร์ในขั้นตอนการท าให้สายดีเอ็นเอเขา้คู่กบัไพร์เมอร์ โพรบจะเปล่งแสงออกมา หลกัการ
ท างานเบ้ืองตน้ของการใช้โพรบโพรบ มีดงัน้ี โพรบประกอบดว้ย 2 ส่วนคือ ตวัรายงานสัญญาณ 
(Reporter) และตวัเปล่งแสง (Quencher) เม่ือโพรบเขา้ไปเกาะติดกบัไพร์เมอร์ในขั้นตอนการท าให้
สายดีเอ็นเอเขา้คู่กบัไพร์เมอร์โดยใชค้วามร้อน ฉลากเรืองแสงท่ีติดไวจ้ะเปล่งแสงและส่งสัญญาณ
ไปยงัตวัรายงานสัญญาณภายในเคร่ืองปฏิกิริยา Real-time PCR การเรืองแสงของโพรบเกิดจาก   
ไพร์เมอร์และล าดบัเบสคู่สมยงัเขา้คู่กนั ดงันั้นการใชโ้พรบเป็นวิธีท่ีสามารถค านวณค่าออกมาได้
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แม่นย  ามากกวา่การใชส้ารเรืองแสง เน่ืองจากโพรบไม่สามารถอ่านสัญญาณของดีเอ็นเอสายคู่ท่ีเกิด
จากการจบัคู่กนัเองของไพร์เมอร์หรือดีเอ็นเอแม่แบบได้ เพราะขนาดเส้นของดีเอเอ็นเอสายคู่มี
ขนาดสั้นกวา่โพรบ ดงันั้นตวัส่งสัญญาณท่ีติดมากบัโพรบจึงไม่ท างาน 

 
ชนิดของ Hydrolysis probe เช่น Taqman probe และ Molecular Beacon 
 

Taqman probe 
โพรบมีตวัเปล่งแสง 2 แบบ ในส่วนการเรืองแสงของการรายงานโปรตีน (Green  

Fluorescent Protein; GFP) ขณะท่ีโพรบผูกติดหรือเป็นอิสระต่อแม่พิมพ์ดีเอ็นเอและก่อนการ
กระท าของพอลิเมอร์เรสส่วนท่ีไม่เปล่งแสง ในดา้นของตวัเปล่งแสง (โดยทัว่ไปสีจะแสดงข้ึนท่ี
ความยาวคล่ืนยาว เช่น สีแดง) ลดลง การเรืองแสงจากตวัรายงาน ตวัเปล่งแสง (โดยทัว่ไปสีจะแสดง
เม่ือความยาวคล่ืนสั้น เช่น สีเขียว) สีของตวัรายงานจะพบท่ีส้ินสุด 5’ และโพรบท่ีไม่เปล่งแสงจะ
พบท่ีส้ินสุด 3’   
 

Molecular Beacons 
Molecular Beacons คือ ดีเอน็เอสายเด่ียวโอลิโกนิวคลิโอไทดจ์ากโครงสร้างเป็น 

แบบห่วงและมีก้าน (stem-and-loop) ห่วงบรรจุโพรบ ล าดบัเบสเหมาะสมต่อล าดบัเบสเป้าหมาย 
และกา้นเป็นรูปแบบท าให้ไพร์เมอร์จบักบัสายดีเอ็นเอโดยใช้ความร้อน ความสมบูรณ์ของแขน
ล าดบัเบส นัน่คือแต่ละขา้งของล าดบัเบสของโพรบ molecular beacons จะไม่เรืองแสงในขณะท่ีโพ
รบเป็นอิสระในสารละลาย อยา่งไรก็ตามโพรบจะผสมกบักรดนิวคลีอิกท่ีบรรจุล าดบัเบสเป้าหมาย
สอดคลอ้งกบัการเปล่ียนความสามารถของโพรบเองท่ีมีต่อความสวา่งของสารเรืองแสง ถา้ไม่ใช่ดี
เอน็เอเป้าหมาย โพรบจะไม่เรืองแสง เพราะกา้นท่ีมีตวัเปล่งแสงติดอยูจ่ะไม่เรืองแสง การเปล่งแสง
ของโพรบจะมีการแลกเปล่ียนอิเล็กตรอนแบบชัว่คราว (Tyagi และ Kramer, 1996) 
 

2.5.4 ลกัษณะการใช้งานเคร่ือง Real-Time PCR 
 การใชง้านเคร่ือง Real-time PCR แบ่งออกเป็น 2 ลกัษณะใหญ่ คือ  
 
  2.5.4.1 การใช้งานในการวเิคราะห์เชิงปริมาณ 
  การวดัปริมาณสีเรืองแสงจากตวัเปล่งแสง (Fluorephore) ใชใ้นการวิเคราะห์เชิง
ปริมาณเน่ืองจากสามารถเห็นการเพิ่มของจ านวนดีเอ็นเอ เน่ืองจากในระหวา่งการเพิ่มจ านวนของ      
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ดีเอ็นเอในแต่ละรอบเคร่ืองปฏิกิริยา Real-time PCR มีการนับจ านวนดีเอ็นเอเทียบกบักราฟ
มาตรฐานท่ีไดจ้ากจ านวนดีเอน็เออา้งอิงท่ีทราบจ านวน ตลอดเวลาท่ีมีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในแต่
ละรอบ ซ่ึงจอประมวลผลจะแสดงออกมาในรูปแบบกราฟเส้นรูปตวัเอส (S shape) และเป็นกราฟ
ระหว่างสีเรืองแสงกบัจ านวนรอบของการท าปฏิกิริยาลูกโซ่ (ดงัภาพท่ี 2.9) (พชันียา ธรรมวงศ์, 
2551) 
 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.9 ขั้นตอนหลกัการในการตรวจวเิคราะห์เชิงปริมาณสัมพนัธ์ (พชันียา ธรรมวงศ,์ 2551) 

 
2.5.4.2 การวเิคราะห์ Melting Curve  

  ในการใชส้ารเรืองแสงในปฏิกิริยา Real-time PCR สารเรืองแสงสามารถซึมเขา้สู่ 
ดีเอน็เอสายสั้นๆได ้ท าใหก้ารนบัจ านวนเกิดการผดิพลาดได ้ดงันั้นการวิเคราะห์ melting curve เป็น
ท าให้ดีเอ็นเอสายสั้นๆท่ีมีการซึมของสารเรืองแสงแยกออกจากกนัโดยเพิ่มอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 
65-75 องศาเซลเซียส โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ประมวลผลแล้วท าเป็นกราฟความสัมพนัธ์
ระหว่างสีเรืองแสงท่ีเปล่ียนแปลงไปต่ออุณหภูมิ (dF/dT) กับอุณหภูมิ (T) โดยจะให้ค่าสูงสุดท่ี
อุณหภูมิต ่า 
 
2.6 วธีิเรสไปโรเมตริกและการหาค่าจลนพลศาสตร์   
 วิธีเรสไปโรเมตริก เป็นวิธีการวดัการหายใจของจุลินทรียแ์บบใช้ออกซิเจน โดยควบคุม
ความเขม้ขน้ของออกซิเจนเร่ิมตน้ให้มากเกินพอส าหรับใช้ในการหายใจของจุลินทรียใ์นระบบ 
จากนั้นศึกษาในระบบปิด โดยปิดฝาเพื่อไม่ใชอ้อกซิเจนจากภายนอกเขา้สู่ระบบและใชเ้คร่ืองวดัค่า
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การใชอ้อกซิเจนละลาย วดัอตัราการใชอ้อกซิเจนต่อระยะเวลาท่ีเปล่ียนแปลงไปจนกวา่ค่าออกซิเจน
ท่ีอยูใ่นระบบลดลงจนกระทัง่คงท่ี (ดงัภาพท่ี 2.10) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 2.10 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าออกซิเจนละลายท่ีเปล่ียนแปลงไปต่อเวลา 

 
การหาค่าจลนพลศาสตร์ในการศึกษาจุลินทรียใ์นระบบบ าบดัน ้าเสียสามารถแบ่งการศึกษา 

ออกเป็น 2 กรณี คือ การศึกษาตามสมการ Michaelis-Menten และตามสมการ Monod การศึกษา
โดยใชว้ิธีเรสไปโรเมตริกน้ีจะใช้การศึกษาตามสมการ Monod ซ่ึงใชห้าความสัมพนัธ์ของการใช้
สารเพื่อกระตุน้การท างานของเอนไซมเ์พื่อยอ่ยสลายสารตั้งตน้ต่อการยอ่ยสลายสารตั้งตน้ โดยใน
วิธีเรสไปโรเมตริกน้ี สารท่ีกระตุน้เอนไซม์ของจุลินทรีย ์คือ ออกซิเจน ดงันั้นจึงใชค้วามชนัของ
กราฟความสัมพนัธ์ของออกซิเจนต่อเวลาท่ีเปล่ียนแปลงไป (ดงัภาพท่ี 2.10) และความเขม้ขน้ของ
แอมโมเนียท่ีเปล่ียนแปลงไปในระบบ โดยการวดัแอมโมเนียขณะเร่ิมตน้และ ณ เวลาท่ีส้ินสุดการ
ทดลอง จากนั้นน าค่าจากทั้ง 2 ส่วน มาท ากราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งความเร็วในการใชอ้อกซิเจน
ต่อสารตั้งตน้ท่ีเปล่ียนแปลงไป (ดงัภาพท่ี 2.7) โดยการทดลอง 1 ชุด จะได ้1 จุดบนเส้นกราฟ 
(Carvallo, 2002 และ Rongsayamanont, 2010)  
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บทที ่3 
แผนการด าเนินงานและวธิีการวจิัย 

 

3.1 แผนการด าเนินงานวจัิย 

การทดลองน้ีแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 
 

การทดลองตอนที่ 1 การเลี้ยงตะกอนจุลินทรีย์และนับจ านวนยีน amoA ของ AOA AOB 

N.oligotropha และ 16S rRNA ของ N.europaea 
ศึกษาผลของแอมโมเนียท่ีมีต่อจ านวนยีน amoA ของ AOA AOB N.oligotropha และ 16S 

rRNA ของ N.europaea โดยใชเ้คร่ือง Real-Time PCR ซ่ึงเลือกใช้หวัเช้ือจุลินทรียจ์ากโรงบ าบดั   
น ้าเสียหนองแขมและโรงบ าบดัน ้าเสียดินแดงเพื่อเป็นตวัแทนของหวัเช้ือจากระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีมี
เฉพาะ AOB และมีทั้ง AOA และ AOB โดยจากการนบัจ านวนยีนในเบ้ืองตน้พบวา่ หวัเช้ือตะกอน
จุลินทรียจ์ากโรงบ าบดัน ้ าเสียหนองแขมมียีน amoA ของ AOB เพียงอยา่งเดียว และหวัเช้ือตะกอน
จุลินทรียจ์ากโรงบ าบดัน ้าเสียดินแดงมีจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ใกลเ้คียงกนั  

หลงัจากนั้นน าตะกอนจุลินทรียจ์ากโรงบ าบดัน ้ าเสียทั้ง 2 โรงมาเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ผสม
แบบแบทช์ โดยใชน้ ้ าเสียสังเคราะห์จ านวน 5 ถงั จ  านวน 2 ชุด โดยชุดการทดลองท่ี 1 (Set1) น า  
หวัเช้ือตะกอนจุลินทรียม์าจากโรงบ าบดัน ้ าเสียหนองแขม และชุดการทดลองท่ี 2 (Set2) น าหวัเช้ือ
ตะกอนจุลินทรีย์มาจากโรงบ าบดัน ้ าเสียดินแดง มาเล้ียงในถังปฏิกรณ์ท่ีมีค่าความเข้มข้นของ
แอมโมเนียแตกต่างกนั คือ 14 28 70 280 และ 420 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร จากนั้นด าเนินการ
เล้ียงตะกอนจุลินทรียใ์นถงัปฏิกรณ์ เติมสารอาหารจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของ AOA และ AOB 
ควบคุมพีเอชท่ี 7.0-7.5 และค่าออกซิเจนละลาย มากกว่า 2  มิลลิกรัมต่อลิตร และเล้ียงตะกอน
จุลินทรียจ์นกวา่จ านวนยีน amoA ของ AOA และ AOB คงท่ีในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีปริมาตรน ้ า 5 ลิตร 
(ดงัภาพท่ี 3.1) ในระหวา่งการเล้ียงตะกอนจุลินทรียจ์ะเก็บตวัอยา่งตะกอน จุลินทรียไ์ปนบัจ านวน
ยนี amoA ของ AOA AOB N. oligotropha และ 16S rRNA ของ N. europaea ในทุกถงัปฏิกรณ์ ดว้ย
วิธี Real-time PCR กลุ่มประชากร AOB สายพนัธ์ุ N. oligotropha และ N. europaea เป็นสายพนัธ์ุ
เด่นท่ีอยู่ในระบบบ าบดัน ้ าเสีย (Koops และคณะ, 2003) โดยถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 ท าการจ านวนยีน
ของจุลินทรียก์ลุ่มต่างๆ ในสัปดาห์ท่ี 3 และ 5 ในส่วนของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ท าการจ านวนยีนของ
จุลินทรียก์ลุ่มต่างๆ ในสัปดาห์ท่ี 2 4 และ 6 และน าจ านวนยีน amoA ของ AOA AOB                    
N. oligotropha และ 16S rRNA ของ N. europaea ท่ีนบัไดม้าเปรียบเทียบกบัค่าความเขม้ขน้ของ
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แอมโมเนียในแต่ละถัง และเปรียบเทียบจ านวนเซลล์ของ AOB รวมกับจ านวนรวมของ                         
N. oligotropha กบั N. europaea เพื่อเป็นการตรวจสอบไพร์เมอร์  

 
การทดลองตอนที ่2 การศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ 

น าผลทดลองในตอนท่ี 1 มาศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ ในการก าจดัแอมโมเนียของจุลินทรีย์
แบบผสมท่ีมีกลุ่มประชากร AOA และ AOB ท่ีแตกต่างกนั ดว้ยวิธีการเรสไปโรเมตริก โดยการ
เลือกตะกอนจุลินทรีย์จากถังปฏิกรณ์ท่ีมีจ านวนยีน amoA ของ AOB เพียงชนิดเดียว และ              
ในถงัปฎิกรณ์ ท่ีมียีน amoA ของ AOA และ AOB อยู่ด้วยกนั (ดงัภาพท่ี 3.1) ซ่ึงในส่วนของ
การศึกษาจลนพลศาสตร์นั้น จะท าการหาค่า KS จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าอธิบายความสัมพนัธ์กบักลุ่ม
ประชากรจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียโดยใชส้มการ Monod 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ศึกษาค่า KS ของการก าจดัแอมโมเนีย ดว้ยวธีิเรสไปโรเมตริก  
(วตัถุประสงค์ที ่2) 

เลือกตะกอนจุลินทรียท่ี์มียนี amoA ของ AOB  ทุกตวัอยา่ง และ ตะกอน    
จุลินทรียท่ี์มียนี amoA ของ AOA และ AOB ทุกตวัอยา่ง  

ตอนท่ี 2 
2 

นบัจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB 

วเิคราะห์ผลของแอมโมเนียท่ีมีต่อจ านวนยนี amoA 
ของ AOA และ AOB (วตัถุประสงค์ที ่1) 

 

ตอนท่ี 1 

- สารละลายวติามิน 
- Trace element mixture 
- สารละลาย selenite-tungstate 
 

ตะกอนจุลินทรียท่ี์มียนี amoA ของ AOB และตะกอนจุลินทรียท่ี์มียนี amoA ของ AOA และ AOB 

70 28 280 14
 

  

420 

น ้าเสียสังเคราะห์ท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนีย
แตกต่างกนั (มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 

ภาพท่ี 3.1 แผนผงัขั้นตอนการด าเนินงาน
วจิยั 
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3.2 ข้ันตอนการเลีย้งตะกอนจุลนิทรีย์ 

 การเล้ียงตะกอนจุลินทรีย ์ท าการเล้ียงในถงัปฏิกรณ์แบบแบทช์ ซ่ึงน ้ าเสียท่ีใช้เป็นน ้ าเสีย
สังเคราะห์ มีการเก็บตวัอยา่งตะกอนจุลินทรียแ์ละตวัอยา่งน ้ าเพื่อวิเคราะห์พารามิเตอร์ท่ีส าคญั โดย
มีส่วนผสมและขั้นตอน ดงัน้ี  
 

3.2.1 น า้เสียสังเคราะห์ 
การเตรียมน ้าเสียสังเคราะห์  
 

1.สารละลายผสม nonchelated trace element ประกอบดว้ย  
น ้ากลัน่ปราศจากไอออน        987  มิลลิลิตร 
กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 25%         12.5  มิลลิลิตร 
สารละลายแมงกานีสคลอไรด ์(MnCl2·6H2O)         5  กรัม  
สารละลายแมงกานีสซลัเฟต (MnSO4·7H2O)        40  มิลลิกรัม  
นิเกิลคลอไรด ์(NiCl2)           24  มิลลิกรัม  
คอปเปอร์คลอไรด ์(CuCl2·2H2O)          36  มิลลิกรัม 
เฟอรัสซลัเฟต (FeSO4·7H2O)      2100  มิลลิกรัม  
กรดบอริก (H3BO3)          30  มิลลิกรัม  
โคบอลตค์ลอไรด ์(CoCl2·6H2O)        190 มิลลิกรัม  
ซิงคซ์ลัเฟต (ZnSO4·7H2O)        144  มิลลิกรัม  
โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4·2H2O)         36  มิลลิกรัม 
ส่วนผสมทุดกอยา่งตอ้งผา่นการฆ่าเช้ือเบ้ืองตน้ ใชค้ร้ังละปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อลิตร  
 

2.สารละลายวติามิน 1 มิลลิลิตรต่อลิตร ประกอบดว้ย  
โซเดียมฟอตเฟตบฟัเฟอร์ (Sodium phosphate buffer)      10  มิลลิโมลาร์ 
พีเอช 7.1–7.4 
อะมิโนเบนโซอิก แอซิด (4-aminobensoic acid)       40  มิลลิกรัม 
 ดี-ไบโอติน (D-biotin)          10  มิลลิกรัม  
นิโคตินิคแอซิด (nicotinic acid)       100  มิลลิกรัม  
แคลเซียม-ดี เพนโทธีเนต (Calcium D-patothenate)      50  มิลลิกรัม 
พิริดอกไซด ์ไดไฮโดรคลอไรด ์(pyridoxide dihydrochloride)     15  มิลลิกรัม 
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ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ปราศจากไอออนจนไดป้ริมาตร        1  ลิตร 
 

3. สารละลายวติามินบี 12 ประกอบดว้ย  
ไซยาโนโคบาลามิน (cyanocobalamin) 5 มิลลิกรัมละลายในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร  
 

4. สารละลายวติามินบี 1 ประกอบดว้ย  
ไทอะมิน คลอไรด์ ไดไฮโดรคลอไรด์ (Thiamine chloride dihudrochloride) 10 มิลลิกรัม 

ละลายใน 100 มิลลิลิตรของโซเดียมฟอตเฟตบฟัเฟอร์ (Sodium phosphate buffer) 25 มิลลิโมลาร์  
พีเอช 3.4 สารละลาย  

 
5. สารละลายน ้าเสียสังเคราะห์พื้นฐาน ประกอบดว้ย  

น ้ากลัน่ปราศจากไอออน          1 ลิตร 
โปแตสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4)          0.2  กรัม  
โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)          0.05  กรัม  
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4·7H2O)         0.4  กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2·2H2O)          0.1  กรัม  
โปแตสเซียมคลอไรด ์(KCl)          0.5  กรัม 
 

6. สารละลายซีลีไนทท์งัสเตท (selenite-tungstate) 1 มิลลิลิตรต่อลิตร ประกอบดว้ย  
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaoH)     400  มิลลิกรัม  
โซเดียมเซเลไนท ์(Na2SeO3·5H2O)         6  มิลลิกรัม  
โซเดียมทงัสเตท (Na2WO4·2H2O)         8  มิลลิกรัม  
ในน ้ากลัน่ปราศจากไอออน 1 ลิตร (Widdle และ Bak, 1992)  
 

7. สารละลายไบคาร์บอเนตเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ควบคุมค่าพีเอช 7.0 ถึง 7.5 โดยใช ้สารละลายโซเดียม
คลอไรด์ (NaOH) และสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ปรับค่าพีเอช (Könneke และคณะ, 
2005) และใชแ้อมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) ความเขม้ขน้ 14 28 70 280 และ 420 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร (1.0 2.0 5.0 20.0 และ 30.0 โมลาร์) ตามล าดบั เป็นแอมโมเนีย 
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3.2.2 ถังปฏิกรณ์แบบแบทช์  
การเตรียมถงัปฏิกรณ์แบบแบทช์ทุกถงั มีขนาด 5 ลิตร (ดงัภาพท่ี 3.2) ควบคุมค่าพีเอช ท่ี 

7.0 ถึง 7.5 และค่าออกซิเจนละลายมากกว่า 2 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยถงัปฏิกรณ์ทั้ง 5 ถงั มีความ
เขม้ขน้แอมโมเนียแตกต่างกนั ระยะเวลาเล้ียงตะกอนจุลินทรียจ์นกวา่จ านวนยีน amoA ของ AOA 
และ AOB ในถงัปฏิกรณ์คงท่ี ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 (AOB) ใชร้ะยะเวลาการกกัเก็บน ้ าเท่ากบัระยะเวลา
การกกัเก็บตะกอนจุลินทรีย ์5 วนั และถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 (AOA+AOB) ใช้ระยะเวลาการกกัเก็บ
ตะกอนจุลชีพ 15 วนั และระยะเวลากกัเก็บน ้า 5 วนั 
 

 
 

 

 

ภาพท่ี 3.2 ถงัปฏิกรณ์แบบแบทช์ท่ีใชใ้นการทดลอง 

 
3.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของถังปฏิกรณ์ผสมแบบแบทช์ 
 

 3.2.3.1 การเกบ็ตัวอย่างน า้  
 สุ่มตวัอยา่งน ้าจากถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด โดยเก็บตวัอยา่งน ้าทุกๆ 5 วนั โดยถงัปฏิกรณ์ 

ทั้ง 2 ชุด น าน ้าออกจากถงัปฏิกรณ์ปริมาตร 2.5 ลิตรในวนัท่ี 2 ของการเร่ิมตน้แบทช์และวนัท่ี 5 ของ
การเร่ิมตน้แบทช์ โดยเก็บตวัอยา่งน ้าจากทุกถงัปฏิกรณ์มาตรวจวดัปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรต ์และ     
ไนเตรตท่ีเปล่ียนแปลงไปโดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า และวเิคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ  
 
                  3.2.3.2 การเกบ็ตะกอนจุลนิทรีย์ 

 สุ่มตวัอยา่งตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด เพื่อน ามานบัจ านวนยนี amoA  
ของ AOA AOB N. oligotropha และยนี 16S rRNA ของ N. europaea โดยถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 ท าการ
นบัจ านวนยีนต่างๆในสัปดาห์ท่ี 3 และ 5 ในส่วนของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ท าการนบัจ านวนยีนต่างๆ
ในสัปดาห์ท่ี 2 4 และ 6  



35 
 

  
 

3.2.4 วธีิการวเิคราะห์ 
 

    3.2.4.1 การเตรียมตัวอย่างน า้ก่อนการวดั  
         การเตรียมตวัอย่างน ้ าส าหรับวดัความเขม้ขน้แอมโมเนีย ไนไตรต์ และไนเตรต ท า

โดยน าตวัอยา่งไปกรอง และใช้กระดาษกรองขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร แลว้น าน ้ าตวัอยา่งท่ี
ผา่นการกรองดว้ยกระดาษกรองแลว้ไปตรวจวดัค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ดงัตารางท่ี 3.1 

 

ตารางท่ี 3.1 วธีิการตรวจวดัค่าพารามิเตอร์ต่างๆ 

 
3.2.4.2 การวเิคราะห์ความเข้มข้นแอมโมเนีย  
ใชน้ ้าตวัอยา่งท่ีกรองแลว้ตามขอ้ 3.2.4.1 ตวงตวัอยา่งน ้าท่ีผา่นการกรองแลว้ปริมาตร  

1มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอลปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
สารละลายโซเดียมไนโตรปรัสไซด์ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และเติมสารละลายออกซิไดซ์ซิงรีเอ
เจนต ์(oxidizing reagent) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนั ปิดฝาหลอดทดลองให้สนิท แลว้
ตั้งทิ้งไวใ้ห้เกิดสีท่ีอุณหภูมิห้อง 22 – 27 องศาเซลเซียส ในท่ีๆ แสงไม่จา้อยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมง สีท่ี
เกิดข้ึนจะอยูต่วั 24 ชัว่โมง น าตวัอยา่งมาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร 
เตรียมแบลงค์ และสารละลายมาตรฐานอยา่งนอ้ย 2 ความเขม้ขน้ ให้อยูใ่นช่วงของเส้นตรงกราฟ
มาตรฐาน ของสารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย ในการวิเคราะห์ให้ท าทุกอย่างเหมือนตวัอย่าง 
(APHA และคณะ, 2005) 
 
 
 

พารามิเตอร์ วธีิการตรวจวดั ความถี่ในการวเิคราะห์ 

แอมโมเนีย ฟีเนต 5 วนัต่อคร้ัง 
ไนไตรต ์ คลัเลอร์ริเมตริก 5 วนัต่อคร้ัง 
ไนเตรต อุลตราไวโอเลตสเปกโตรโฟโตเมตริกสกรีนนิง 5 วนัต่อคร้ัง 
ค่าออกซิเจนละลาย เคร่ืองวดัค่าออกซิเจนละลาย (DO meter) ทุกวนั 
พีเอช เคร่ืองวดัค่าพีเอช (pH meter) ทุกวนั 
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3.2.4.3 การวเิคราะห์ความเข้มข้นไนไตรต์  
ใชน้ ้าตวัอยา่งท่ีกรองแลว้ตามขอ้ 3.2.4.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายซลัฟานิลาไมด ์(Sulfanilamide) 20 ไมโครลิตร และสารละลาย               
1-naphthyl-ethylene diamine (NED) 20 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 30 นาที สีท่ีได้
จะเป็นสีชมพ ูน าไปวดัค่าทรานสมิตแตนท ์วดัดว้ยเคร่ืองอุลตราไวโอเลต สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ี
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 543 นาโนเมตร เตรียมแบลงค ์และสารละลายมาตรฐานอยา่ง
นอ้ย 2 ความเขม้ขน้ ใหอ้ยูใ่นช่วงของเส้นตรงกราฟมาตรฐาน ของสารละลายมาตรฐานไนไตรต์ ใน
การวเิคราะห์ใหท้  าทุกอยา่งเหมือนตวัอยา่ง (APHA และคณะ, 2005) 
 

3.2.4.4 การวเิคราะห์หาความเข้มข้นไนเตรต  
ใชน้ ้าตวัอยา่งท่ีกรองแลว้ตามขอ้ 3.2.4.1 วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 220 นาโนเมตร และ  

275 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองอุลตราไวโอเลต สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ เตรียมแบลงค์ และสารละลาย
มาตรฐานอย่างน้อย 2 ความเขม้ขน้ ให้อยู่ในช่วงของเส้นตรงกราฟมาตรฐาน ของสารละลาย
มาตรฐานไนเตรต ในการวเิคราะห์ใหท้  าทุกอยา่งเหมือนตวัอยา่ง (APHA และคณะ, 2005) 
 

3.2.4.5 การวดัค่าออกซิเจนละลาย 
ใชเ้คร่ืองวดัค่าออกซิเจนละลาย  (Hanna instrument, Thailand) ในการวดัโดยน าโพรบ 

จุ่มน ้าตวัอยา่งแลว้อ่านค่าท่ีได ้
 

3.2.4.6 การวดัค่าพเีอช 
ใชเ้คร่ืองวดัค่าพีเอช (Eetech pH Testr 30, Singapore) ในการวดัโดยน าโพรบจุ่มน ้า 

ตวัอยา่งแลว้อ่านค่าท่ีได ้
 
3.3 การศึกษาผลของแอมโมเนียทีม่ีต่อจ านวนยนี amoA ของ AOA และ ของ AOB โดยใช้เคร่ือง 
Real-Time PCR ในการนับจ านวนยนี amoA 
 

3.3.1 การสกดัดีเอน็เอ (DNA Extraction) 
ชัง่ตะกอนจุลินทรียต์วัอย่าง 0.2 มิลลิกรัม MLSS ต่อลิตร ในหลอดป่ันเหวี่ยงขนาด 1.5 

มิลลิลิตร สกดัโดยใช้ Fast DNA SPIN Kit for soil (Sonthiphand และ Limpiyakorn, 2010) 

http://www.google.co.th/search?hl=th&&sa=X&ei=YNYlTa_mBMLMrQfOi9ntDA&ved=0CBoQvgUoAA&q=1-naphthyl-ethylene+diamine&nfpr=1
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ตรวจสอบตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธี Agarose Gel Electrophoresis บน 2% Agarose gel 
(รายละเอียดวธีิสกดัแสดงในภาคผนวก ก) 

 
3.3.2 การนับจ านวนยนี amoA และการเตรียมส่วนผสมสารละลายส าหรับท าปฏิกริิยาของ  

TaqDNA Polymerase 
            ใชเ้คร่ือง Real-Time PCR (Stratagene, USA รุ่น Mx3500) สารเคมีท่ีใชท้  าปฏิกิริยา Brilliant 
II SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene, USA) (ประกอบดว้ย QPCR master mix 12.5 
ไมโครลิตร ดีเอ็นเอตวัอย่าง 1 ไมโครลิตร ไพร์เมอร์ 0.4 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่
บริสุทธ์ิสูง (ultra pure DI water) จนไดป้ริมาจร 25 ไมโครลิตร) อุณหภูมิและเวลาของเคร่ือง real-
time PCR ท่ีใชใ้นการนบัจ านวน amoA ของ AOA และ AOB คือ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที มีช่วง 
Denature ท่ี 95 องศาเซลเซียส 60 วินาที  ช่วง Annealing ท่ี 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที ช่วง 
Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที จ านวน 40 รอบ ท าการนบัจ านวนท่ี 78 องศาเซลเซียส 15 
วินาที ในส่วนของ Nitrosomonas oligrotrpha คือ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที มีช่วง Denature ท่ี 95 
องศาเซลเซียส 30 วินาที  ช่วง Annealing ท่ี 56 องศาเซลเซียส 60 วินาที ช่วง Extension ท่ี 72 องศา
เซลเซียส 60 วินาที จ านวน 35 รอบ ท าการนบัจ านวนท่ี 78 องศาเซลเซียส 15 วินาที (Harms และ
คณะ, 2003) และ Nitrosomonas europhaea คือ คือ 94 องศาเซลเซียส 10 นาที มีช่วง Denature ท่ี 94 
องศาเซลเซียส 30 วินาที  ช่วง Annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที ช่วง Extension ท่ี 72 องศา
เซลเซียส 45 วนิาที จ  านวน 35 รอบ ท าการนบัจ านวนท่ี 78 องศาเซลเซียส 15 วนิาที (Lim และคณะ, 
2008) โดยท่ีดีเอน็เอท่ีสกดัได ้จะถูกนบัจ านวนดว้ยเคร่ือง real-time PCR ซ่ึงไพร์เมอร์ท่ีเลือกใช ้(ดงั
ตารางท่ี 3.2) 
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ตารางท่ี  3.2 ไพร์เมอร์ส าหรับการนบัจ านวนยีนของ AOA และ AOB 

ชนิด
พนัธ์ุ 

สายพนัธ์ุ 
ยนี

เป้าหมาย 
ช่ือไพร์เมอร์ 

ล าดบันิวคลิโอ
ไทด ์(5'-3') 

อา้งอิง 

AOA AOA ทั้งหมด 
 
amoA 
 

Arch-amoAF 
STAATGGTCTG
GCTTAGACG 

Francis และคณะ 
(2005) 

Arch-amoAR 
GCGGCCATCC
ATCTGTATGT 

Francis และคณะ 
(2005) 

AOB 
 

AOB ทั้งหมด amoA 
amoA-1F 

GGGGTTTCTAC
TGGTGGT 

Rotthauwe และ
คณะ (1997)  

amoA-2R 
CCCCTCKGSAA
AGCCTTCTTC 

Rotthauwe และ
คณะ (1997)  

N. oligotropha 
 
amoA 
 

amoNo550D2f 
TCAGTAGCYG
ACTACACMGG 

 Harms และคณะ 
(2003) 

amoNo754r 
CTTTAACATAG
TAGAAAGCGG 

 Harms และคณะ 
(2003) 

N. europaea 16S rRNA 
NSMeur-828F 

GTTGTCGGATC
TAATTAAG 

Lim และคณะ
(2008) 

 NSMeur-1028R 
TGTCTTGGCTC
CCTTTC 

Lim และคณะ
(2008) 

 
 
หมายเหตุ  ล าดบันิวคลิโอไทด ์S คือ ล าดบันิวคลิโอไทด ์G หรือ C 
                ล าดบันิวคลิโอไทด ์R คือ ล าดบันิวคลิโอไทด ์A หรือ G 
                ล าดบันิวคลิโอไทด ์K คือ ล าดบันิวคลิโอไทด ์G หรือ T 
                ล าดบันิวคลิโอไทด ์Y คือ ล าดบันิวคลิโอไทด์ C หรือ T 
                ล าดบันิวคลิโอไทด์ M คือ ล าดบันิวคลิโอไทด์ A หรือ C 
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การเตรียมดีเอน็เอมาตรฐาน (Standard solution) 
ดีเอน็เอมาตรฐาน เตรียมช้ินส่วนดีเอน็เอเป้าหมายมาตรฐานท่ีทราบจ านวน โดยเตรียม          

ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีมีจ านวนดีเอ็นเอ ส าหรับยีน amoA ของ AOA ใช ้AOA-S-4 (Acosson number) 
ในช่วง 2.7 × 10 ถึง 2.7 × 107 ตวัต่อมิลลิกรัมไมโครลิตร (Sonthiphand และ Limpiyakorn, 2010) 
ส่วนยีน amoA ของ AOB ใช้ AOB-NAS10-360-4 (Acosson number) ในช่วง 6.32 × 10 ถึง               
6.32 × 107 ตวัต่อมิลลิกรัมไมโครลิตร ยีน 16SrRNA ของ N. europaea ใช ้5.61 × 10 ถึง 5.61 × 107 

และยีน amoA ของ N. oligotropha ในช่วง 2.09 × 10 ถึง 2.09 × 107 โดยท่ี AOB 1 ตวั มียีน amoA 
เฉล่ีย 2.5 ยีน N. oligotropha 1 ตวั มียีน amoA เฉล่ีย 2 ยีน และ N. europaea 1 ตวั มีจ านวนยีน 16S 
rRNA เฉล่ีย 1 ยนี เท่ากบั 1 ตวั (Aakra และคณะ, 1999 และ Norton และคณะ, 2002) 

3.4 การศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ของแอมโมเนีย ได้แก่ KS และ µmในการก าจัดแอมโมเนียด้วย
จุลนิทรีย์แบบผสมด้วยวธีิเรสไปโรเมตริก  

มีอุปกรณ์ สารเคมี และวธีิการทดลองดงัน้ี 
 
 อุปกรณ์และสารเคมี 

 เคร่ืองวดัออกซิเจนละลาย WTW รุ่น Oxi 730  
ขวดแกว้รูปชมพูป่ริมาตร 250 มิลลิลิตร 
เคร่ืองคอมพิวเตอร์ 
โปรแกรม SIGMA PLOT V.11 
เคร่ืองป่ันเหวีย่ง 

  สารละลาย ATU (Allylthiourea) 
  สารละลาย โซเดียมเอไซด ์(NaN3)   
 

วธีิการทดลอง 
การทดลองน้ีแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ชุด ชุดการทดลองละ 2 ซ ้ า คือ ชุดท่ี 1 ชุดการ

ทดลองควบคุม (Control) ชุดการทดลองน้ีใช ้ATU ความเขม้ขน้ 86 ไมโครโมลาร์ เพื่อยบัย ั้งการ
ท างานของ AOB และ NaN3 ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ เพื่อยบัย ั้งการท างานของ NOB 
ตามล าดบั (Ginestet และคณะ, 1998) และการทดลองชุดท่ี 2 ยบัย ั้งการท างานเฉพาะ NOB (เติม
เฉพาะ NaN3) ทั้ง 2 ซ ้ า  
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1. น าตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์ปริมาณ 100 มิลลิกรัม MLSS ต่อลิตร ลงในขวดเพื่อ
น าไปเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5000 รอบต่อนาที เทน ้ าใสทิ้งแล้วเติมด้วยน ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีไม่มี
แอมโมเนียและเติมโซเดียมเอไซด ์เป็นจ านวน 3 คร้ัง เพื่อลา้งเอาแอมโมเนีย ไนไตรตแ์ละไนเตรตท่ี
ติดมากบัตะกอนจุลินทรียอ์อกไป 

2. น าตะกอนจุลินทรียท่ี์ลา้งเรียบร้อยแลว้มาใส่ในน ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีไม่มีแอมโมเนีย เติม 
ATU และโซเดียมเอไซด์ ในชุดการทดลองควบคุม (ชุดการทดลองท่ี 1) ในน ้ าเสียสังเคราะห์
ปริมาตร 700 มิลลิลิตรแลว้เติมอากาศเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จนมีปริมาณออกซิเจนท่ีมากเกินพอ (ค่า
ออกซิเจนละลายเท่ากบั 7-8 มิลลิกรัมต่อลิตร)  

3. เติมแอมโมเนียจนไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ ในการทดลองชุด 2 แลว้เทใส่ขวดรูปชมพู่
ปริมาตร 250 มิลลิลิตรจนเต็มขวด แลว้ปิดฝาขวด จากนั้นใช้เคร่ืองวดัค่าออกซิเจนละลาย วดัค่า
ออกซิเจนละลายท่ีเปล่ียนแปลงไป โดยใชเ้คร่ืองวดัออกซิเจนละลาย WTW รุ่น Oxi 730 ตรวจวดัค่า
ความเขม้ขน้ของออกซิเจนเร่ิมตน้  

4. วดัค่าความเขม้ขน้ออกซิเจนท่ีเปล่ียนแปลงไปในแต่ละขวดตลอดระยะเวลาท าการ
ทดลอง  

5. เม่ือส้ินสุดการทดลองตรวจวดัค่าแอมโมเนีย ไนไตรตแ์ละไนเตรตท่ีเปล่ียนแปลงไปใน
แต่ละขวด เพื่อเป็นการยนืยนัปฏิกิริยาออกซิไดซ์แอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนในระบบ  

6. จดัท ากราฟความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีเปล่ียนแปลงไปต่อเวลา 
7. น าค่าจากกราฟในขอ้ท่ี 6 โดยใชร้ะยะเวลา 60 นาทีท่ีมีอตัราการใชอ้อกซิเจนมากท่ีสุดมา

จดัท ากราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการการใชอ้อกซิเจนสูงสุดของจุลินทรียต่์อความเขม้ขน้ของ
แอมโมเนีย โดยใชโ้ปรแกรม SIGMA PLOT V.11 ซ่ีงกราฟท่ีไดจ้ะเป็นไปตามสมการ Monod  

 
3.5 ขั้นตอนการวิเคราะห์ผลการทดลอง ตอนที ่2 

ศึกษาค่าคงท่ีทางจลนพลศาสตร์ เช่น ค่าคงท่ีตามสมการของ Monod (KS) ในการก าจดั
แอมโมเนียดว้ยจุลินทรียแ์บบผสม (mixed culture) ดว้ยวธีิเรสไปโรเมตริก (ดงัภาพท่ี 3.3) 
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ภาพท่ี 3.3 แผนผงัการทดลอง ตอนท่ี 2 ศึกษาค่า KS ในการก าจดัแอมโมเนียของจุลินทรียแ์บบผสม  
ดว้ยวธีิเรสไปโรเมตริก 

 
3.5.1 จัดท ากราฟความสัมพนัธ์ระหว่างค่าออกซิเจนทีเ่หลอืกบัเวลา (DO depletion curve) 

              น าค่าออกซิเจนละลายท่ีเหลือจากการใช้ไปเน่ืองจากการใช้สารอาหารโดย จุลินทรีย ์
(residual DO) ท่ีเวลาต่าง ๆ กนั ซ่ึงเป็นค่าท่ีเก็บจากการทดลองดว้ยวธีิเรสไปโรเมตริกมาจดัท ากราฟ
ความสัมพนัธ์กับเวลา อธิบายความสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึน พร้อมทั้งท าการค านวณหาอตัราการใช้
ออกซิเจนเน่ืองจากการใชส้ารอาหาร (oxygen uptake rate, OUR) (ดงัภาพท่ี 2.10)  
 
 
 

 
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 มีเฉพาะยนี amoA 

ของ AOB  
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 มียนี amoA ของ AOA 

และAOB   

จดัท ากราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าออกซิเจนท่ีเหลือกบัเวลา (DO depletion 
curve) และค านวณหา OUR ท่ีค่าความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแอมโมเนียต่าง ๆ กนั 

 
 จดัท ากราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า  OUR ของจุลินทรียแ์ละความเขม้ขน้เร่ิมตน้

ของแอมโมเนียพร้อมทั้งอธิบายความสัมพนัธ์โดยใชส้มการ Monod 

ใชว้ธีิเรสไปโรเมตริกเพื่อหา OUR ท่ีค่าความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแอมโมเนียแตกต่าง
กนัโดยวดัค่าออกซิเจนท่ีเหลือ ณ เวลาต่าง ๆ กนั พร้อมทั้งวดัความเขม้ขน้

แอมโมเนียเร่ิมตน้และท่ีเหลือหลงัส้ินสุดการทดลอง 
 
 

ชุดการทดลองควบคุม 
(เติม ATU+NaN3) 

ชุดการทดลองท่ีมีการแปรผนัค่าความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของแอมโมเนีย (เติม NaN3) 



42 
 

  
 

3.5.2 ท าการหาความสัมพนัธ์ระหว่างอตัราการใช้ออกซิเจนเน่ืองจากการใช้สารอาหาร  
(OUR) กบัค่าความเข้มข้นเร่ิมต้นของแอมโมเนีย 
               น าค่าอตัราการใชอ้อกซิเจนเน่ืองจากการใช้สารอาหาร (OUR) ในขอ้ท่ี 3.5.1 มาจดัท า
กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งกบัค่า OUR กบัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแอมโมเนีย (ดงัภาพท่ี 3.4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.4 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการใชอ้อกซิเจนเน่ืองจากการใชส้ารอาหาร (OUR) กบัค่า

ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแอมโมเนีย 
 

3.5.3 ท าการหาค่าคงทีต่ามสมการ Monod หรือ ค่า KS  
              ท าการหาค่าการคงท่ีตามสมการ Monod หรือ KS โดยใช้การ fit กบัเส้นโคง้ของความ
ถดถอยแบบไม่เป็นเชิงเส้น (nonlinear regression) และใชห้ลกัการหาค่าก าลงัสองนอ้ยท่ีสุด (least 
square method) เพื่อหาเส้นโคง้การท านายท่ีเหมาะสม ดว้ยโปรแกรม SIGMAPLOT V.11 จากนั้น
น าค่าท่ีไดไ้ปสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการยอ่ยสลายสารสูงสุดของจุลินทรียต่์อความ
เขม้ขน้ของสารตั้งตน้ท่ีเปล่ียนแปลงไป ตามสมการของ Monod (ดงัภาพท่ี 2.8) 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ammonia concentration (mg N l-1) 
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บทที ่4 
ผลและวจิารณ์ผลการศึกษา 

 

4.1 หัวเช้ือตะกอนจุลนิทรีย์ 

การทดลองน้ีท าการเล้ียงตะกอนจุลินทรีย ์โดยแบ่งการเล้ียงตะกอนจุลินทรียอ์อกเป็น 2 ชุด  
ซ่ึงมีแหล่งท่ีมาของหัวเช้ือตะกอนจุลินทรียต่์างกนั ได้แก่ การทดลองชุดท่ี 1 น าหัวเช้ือตะกอน            
จุลินทรียจ์ากโรงบ าบดัน ้ าเสียหนองแขม และการทดลองชุดท่ี 2 ใชห้วัเช้ือตะกอนจุลินทรียม์าจาก
โรงบ าบดัน ้าเสียดินแดง ซ่ึงมีจ านวนจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ดงัตารางท่ี 4.1 
 
ตารางท่ี 4.1 จ  านวนจุลินทรียจ์ากหวัเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้เร่ิมตน้ 
 

ชุดถงั
ปฏิกรณ์ 

จ านวนยนี amoA 
(ยนีต่อลิตรสลดัจ)์ 

จ  านวนเซลล ์(เซลลต่์อลิตรสลดัจ)์ 

AOA AOB AOB N. oligotropha N. europaea 

1 0.00 
5.95 X 108+ 
1.01 X 108 

2.38 x 108 + 
0.40 x 108 

1.05 x 107 + 
0.76 x 107 

0.00 

2 
9.05 x 109+ 
8.27 x 109 

5.13 x 109+ 
2.68 x 109 

1.39 x 109 + 
0.36 x 109 

1.39 x 109+ 
0.35 x 109 

0.00 

 
 สาเหตุท่ีกลุ่มประชากรแอมโมเนียออกซิไดซ์เซอร์ของตะกอนจุลินทรียจ์ากระบบบ าบดัน ้ า
เสียทั้ง 2 โรง มีความแตกต่างกนั เน่ืองจากการเดินระบบในส่วนของ SRT ต่างกนั คือ ระบบบ าบดั
น ้ าเสียดินแดง มีระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรียย์าวนานกว่าระบบบ าบดัน ้ าเสียหนองแขม (ดงั
ตารางท่ี 4.2) ซ่ึงจากงานวิจยัของ Park และคณะ (2006) พบยีน amoA ของ AOA ในระบบบ าบดั   
น ้าเสียท่ีมีการเดินระบบท่ีมีระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรียน์านกวา่ 7 วนั 
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ตารางท่ี 4.2 การเดินระบบของโรงบ าบดัน ้าเสียหนองแขมและโรงบ าบดัน ้าเสียดินแดง 

พารามิเตอร์ หน่วย 
โรงบ าบดัน ้าเสีย
หนองแขม 

โรงบ าบดัน ้าเสีย
ดินแดง 

อตัราการไหล (Flow) m3 day-1 40117.5 218978.0 
ความเขม้ขน้บีโอดีน ้าเขา้ mg l-1 46.69 30.74 
ความเขม้ขน้บีโอดีน ้าออก mg l-1 3.37 8.85 
ความเขม้ขน้แอมโมเนียไนโตรเจนน ้าเขา้ mg l-1 7.61 11.04 
ความเขม้ขน้แอมโมเนียไนโตรเจนน ้าเขา้ mg l-1 0.78 2.61 
ขนาดถงัเติมอากาศ m3 24888.0 89700.0 
ระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรีย ์(SRT) day 8.5 30.0 
ระยะเวลากกัเก็บน ้า (HRT) hr 3.8 7.0 
MLSS mg l-1 - - 
ค่าออกซิเจนละลาย mg l-1 0.55 6.4 

 
ท่ีมา: โรงบ าบดัน ้าเสียหนองแขม กรุงเทพมหานคร. กรกฎาคม, 2551 
         โรงบ าบดัน ้าเสียดินแดง กรุงเทพมหานคร. พฤศจิกายน, 2551 

4.2 ความเข้มข้นของแอมโมเนีย ไนไตรต์ และไนเตรต ในถังปฏิกรณ์  

โดยท าการเล้ียงตะกอนจุลินทรียท์ั้ง 2 ชุด ในถงัปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร ชุดการทดลองละ 5  
ถงั ซ่ึงแต่ละถงัรับความเขม้ขน้แอมโมเนียต่างกนั ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 
Set1-28 Set1-70 Set1-280 และ Set1-420 คือ ถงัปฏิกรณ์ท่ีรับความเขม้ขน้แอมโมเนียประมาณ 14 
28 70 280 และ 420 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงหวัเช้ือตะกอนจุลินทรียท่ี์ใชมี้เฉพาะ 
AOB และถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set2-14 Set2-28 Set2-70 Set2-280 และ Set2-420 
คือ ถงัปฏิกรณ์ท่ีรับความเขม้ขน้แอมโมเนียประมาณ 14 28 7 280 และ 420 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร ตามล าดบั และใช้หวัเช้ือตะกอนจุลินทรียท่ี์มีทั้ง AOA และ AOB อยู่ดว้ยกนั โดยทั้ง 2 ชุด   
การทดลอง มีการเดินระบบเป็นระยะเวลาประมาณ 45 วนั ซ่ึงมีผลการเดินระบบ ดงัน้ี 
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4.2.1 ถังปฏิกรณ์ชุดที ่1 (AOB) 
 ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 เล้ียงตะกอนจุลินทรียท่ี์มีเฉพาะ AOB ท่ีความเขม้ขน้แอมโมเนียแตกต่าง
กนั จ านวนเซลล์ 5 ถงั ซ่ึงแต่ละถงัปฏิกรณ์มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียท่ีวดัหลงัจากระยะเวลา    
กกัเก็บน ้าเขา้สู่สภาวะคงท่ี (Steady state) ซ่ึงเลือกจากอตัราการบ าบดัแอมโมเนียจากถงัปฏิกรณ์คงท่ี 
ณ วนัท่ีเร่ิมตน้แบทช์และหลงัจากวนัท่ีส้ินสุดแบทช์ ดงัน้ี ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 เร่ิมคงท่ีตั้งแต่วนัแรก
ของการเดินระบบ ถงัปฏิกรณ์ Set1-28 เร่ิมตั้งคงท่ีแต่วนัท่ี 13 ถงัปฏิกรณ์ Set1-70 เร่ิมคงท่ีตั้งแต่
วนัท่ี 21 ถงัปฏิกรณ์ Set1-280 เร่ิมคงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 19 และ ถงัปฏิกรณ์ Set1-420 เร่ิมคงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 
19 โดยแต่ละถงัปฏิกรณ์มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์เฉล่ีย (ณ วนัท่ีเร่ิมตน้แบทช์เขา้
สู่สภาวะคงท่ี) ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 คือ 16.8 + 5.0 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set1-28 คือ 
32.3 + 6.9 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set1-70 คือ 77.0 + 13.6 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร      
Set1-280 คือ 257.1+ 20.3 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร และ Set1-420 คือ 435.0+ 28.8 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ (หลงัจากวนัท่ีส้ินสุดแบทช์เขา้สู่
สภาวะคงท่ี) ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 คือ 0.0 + 0.0 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set1-28 คือ       
0.3 + 0.4 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set1-70 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร คือ 10.1 + 1.2 Set1-280 
มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร คือ 90.0 + 10.2 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร และ Set1-420 คือ     
149.7+ 15.3 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร (ดงัภาพท่ี 4.1) 
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ภาพท่ี 4.1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรต วนัท่ีเร่ิมตน้      
แบทช์และหลงัจากส้ินสุดแบทช์ ต่อเวลา ของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 
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โดยคิดเป็นร้อยละของการบ าบดัแอมโมเนียของแต่ละถงัปฏิกรณ์ดงัน้ี ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 
คิดเป็นร้อยละ 99.8 ถงัปฏิกรณ์ Set1-28 คิดเป็นร้อยละ 99.2 ถงัปฏิกรณ์ Set1-70 คิดเป็นร้อยละ 86.9 
ถงัปฏิกรณ์ Set1-280 คิดเป็นร้อยละ 65.0 และถงัปฏิกรณ์ Set1-420 คิดเป็นร้อยละ 65.6 

การท่ีถงัปฏิกรณ์แต่ละถงัมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเขา้สู่สภาวะคงท่ีไม่เท่ากนั โดย
สภาวะคงท่ีหาไดจ้ากประสิทธิภาพของการบ าบดัแอมโมเนียจากถงัปฏิกรณ์เร่ิมคงท่ี เน่ืองจากความ
เข้มข้นของแอมโมเนียในระบบบ าบดัน ้ าเสียชุมชนในเขตกรุงเทพมหานคร มีค่าความเข้มข้น
แอมโมเนียน ้ าเขา้สู่ระบบเฉล่ีย 10-20 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร จึงส่งผลให้ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 
เขา้สู่สภาวะท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียคงท่ีตั้งแต่เร่ิมเดินระบบ และถงัปฏิกรณ์ Set1-28 เขา้สู่
สภาวะคงท่ี เร็วกวา่ ถงัปฏิกรณ์ Set1-70 ต่อจากนั้นถงัปฏิกรณ์ Set1-280 และ Set1-420 จึงเขา้สู่
สภาวะคงท่ี 

 
4.2.2 ถังปฏิกรณ์ชุดที ่2 (AOA+AOB) 
ถงัปฏิกรณ์ชุดน้ีท าการเล้ียงตะกอนจุลินทรียท่ี์มีทั้ง AOA และ AOB ท่ีความเขม้ข้น

แอมโมเนียแตกต่างกนั จ านวนเซลล์ 5 ถงัซ่ึงถงัปฏิกรณ์แต่ละถงัมีอตัราการบ าบดัแอมโมเนียท่ีคงท่ี
ระยะเวลาของการเดินระบบต่างกนั ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set2-14 และ Set2-28 เร่ิมคงท่ีตั้งแต่วนัแรก
ของการเดินระบบ ถงัปฏิกรณ์ Set2-70 และ ถงัปฏิกรณ์ Set2-280 เร่ิมคงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 20 ถงัปฏิกรณ์ 
Set2-420 เร่ิมคงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 25 โดยแต่ละถงัปฏิกรณ์มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียน ้ าในถงั
ปฏิกรณ์ (ณ วนัท่ีเร่ิมตน้แบทช์เขา้สู่สภาวะคงท่ี) ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set2-14 คือ 15.9 + 1.9 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร Set2-28 คือ 30.6 + 2.8 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set2-70 คือ 73.4 + 4.6 
มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set2-280 คือ 295.3 + 13.0 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร และ Set2-420 
คือ 466.7 + 22.7 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียน ้ าในถงัปฏิกรณ์ 
(หลงัจากท่ีส้ินสุดแบทช์เขา้สู่สภาวะคงท่ี) ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set2-14 คือ 1.1 + 0.3 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร Set2-28 คือ 2.1 + 0.7 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set2-70 คือ 9.2 + 1.5 
มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร Set2-280 คือ 103.9+ 29.8 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร และ Set2-420 
คือ 161.4+ 24.6 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร (ดงัภาพท่ี 4.2) 
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ภาพท่ี 4.2 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรต วนัท่ีเร่ิมตน้      
แบทช์และหลงัจากส้ินสุดแบทช์ ต่อเวลา ของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 
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โดยคิดเป็นร้อยละของการบ าบดัแอมโมเนียของแต่ละถงัปฏิกรณ์ดงัน้ี ถงัปฏิกรณ์ Set2-14 
คิดเป็นร้อยละ 92.9 ถงัปฏิกรณ์ Set2-28 คิดเป็นร้อยละ 93.0 ถงัปฏิกรณ์ Set2-70 คิดเป็นร้อยละ 87.4 
ถงัปฏิกรณ์ Set2-280 คิดเป็นร้อยละ 65.1 และ ถงัปฏิกรณ์ Set2-420 คิดเป็นร้อยละ 65 

 ผลการเดินระบบของถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด พบวา่ เกิดกระบวนการ ไนทริฟิเคชนัทุก
ถงั เน่ืองจาก เม่ือวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของไนไตรตแ์ละไนเตรต จากน ้ าในถงัปฏิกรณ์เร่ิมตน้แบทช์   
ไนไตรต์มีความเขม้ขน้ลดลงจากการวิเคราะห์น ้ าเม่ือส้ินสุดแบทช์และมีการสะสมของไนเตรต
เพิ่มข้ึน (ดงัตารางท่ี 4.3) เพราะการทดลองน้ีใชต้ะกอนจุลินทรียแ์บบผสมโดยในระบบมี จุลินทรีย์
กลุ่มออโตโทรป 3 กลุ่ม คือ จุลินทรียก์ลุ่ม AOA และ AOB ท าหนา้ท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็น
ไนไตรตแ์ละจุลินทรียก์ลุ่ม NOB ท าหนา้ท่ีออกซิไดซ์ไนไตรตเ์ป็น  ไนเตรตเพื่อเขา้สู่กระบวนการ 
ดีไนทริฟิเคชนัต่อไป (Nicol และ Schleper, 2006) และในการเดินระบบมีการควบคุมค่าออกซิเจน
ละลายใหมี้ค่ามากกวา่ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นค่าท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของไนตริไฟอิง-
แบคทีเรีย (Koops และ Pommerening-Röser, 2001) ส่วนค่า pH ใชใ้นการเดินระบบท่ีท าให ้AOA  
เจริญเติบโตไดดี้อยูใ่นช่วง 7.0-7.2 (Habbena และคณะ, 2009) 
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ตารางท่ี 4.3 ผลการเดินระบบและความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรตของถงัปฏิกรณ์ 
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(มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 

[NO2
-] ค่าความเขม้ขน้เฉล่ีย+ 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
(มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ

ลิตร) 

[NO3
-] ค่าความเขม้ขน้เฉล่ีย+ 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
(มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 

pH 

ค่า
ออกซิเจน
ละลาย 

(มิลลิกรัม
ต่อลิตร) 

ระยะเวลา
กกัเก็บ
ตะกอน     
จุลินทรีย ์

(วนั) 

ระยะ 
เวลา     

กกัเก็บน ้า 
(วนั) 

ณ วนัท่ีเร่ิม   
แบทช์ 

หลงัจาก
ส้ินสุดแบทช์ 

ณ วนัท่ีเร่ิม   
แบทช์ 

หลงัจาก
ส้ินสุดแบทช์ 

ณ วนัท่ีเร่ิม   
แบทช์ 

หลงัจาก
ส้ินสุดแบทช์ 

Set1-14 

7.0-7.5 >2 5 5 

16.8 + 5.0 0.0+ 0.0 4.8 + 3.5 10.6 + 6.9 1.8 + 8.0 11.7 + 4.0 
Set1-28 32.3 + 6.9 0.3+ 0.4 8.1 + 5.0 19.0 + 11.0 13.7 + 8.9 23.8 + 7.5 
Set1-70 77.0 + 13.6 10.1 + 1.2 20.8 + 9.2 40.4 + 18.0 53.7 + 23.9 91.0 + 24.8 
Set1-280 257.1 + 20.3 90.0 + 10.2 31.2 + 19.5 57.3 + 39.9 162.5 + 40.4 309.3 + 39.8 
Set1-420 435.0 + 28.8 149.7 + 15.3 66.1+ 39.9 110.05 + 71.4 122.8 + 44.7 226.4 + 13. 5 
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ตารางท่ี 4.3 ผลการเดินระบบและความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรตของถงัปฏิกรณ์ (ต่อ) 

ถงัปฏิกรณ์ 

การเดินระบบ 

[NH4
+] ค่าความเขม้ขน้เฉล่ีย+ 
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

(มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 

[NO2
-] ค่าความเขม้ขน้เฉล่ีย+ 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
(มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ

ลิตร) 

[NO3
-] ค่าความเขม้ขน้เฉล่ีย+ 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 

pH 

ค่า
ออกซิเจน
ละลาย

(มิลลิกรัม
ต่อลิตร) 

ระยะเวลา
กกัเก็บ
ตะกอน     
จุลินทรีย ์

(วนั) 

ระยะเวลา
กกัเก็บน ้า 

(วนั) 

ณ วนัท่ีเร่ิม   
แบทช์ 

หลงัจาก
ส้ินสุดแบทช์ 

ณ วนัท่ี
เร่ิมตน้
แบทช์ 

หลงัจาก
ส้ินสุดแบทช์ 

ณ วนัท่ีเร่ิม   
แบทช์ 

หลงัจาก
ส้ินสุดแบทช์ 

Set2-14 

7.0-7.5 >2 15 5 

15.9 + 1.9 1.1 + 0.3 4.0 + 1.7 9.1 + 1.7 4.2 + 3.2 10.6 + 5.8 
Set2-28 30.6 + 2.8 2.1 + 0.7 4.5 + 2.4 10.1 + 3.6 4.5 + 2.3 11.7 + 4.7 
Set2-70 73.4 + 4.6 9.2 + 1.5 8.4 + 4.5 19.0 + 5.5 30.7 + 12.9 72.1 + 6.0 
Set2-280 295.3 + 13.0 103.0 + 29.8 23.7 + 5.5 50.3 + 6.1 84.1 + 17.9 213.3 + 43.3 
Set2-420 466.7 + 22.7 161.4 + 24.6 24.3 + 4.9 51.2 + 8.4 126.1 + 21.7 284.2 + 16.6 
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4.3 ผลของแอมโมเนียต่อจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์ 

ในการศึกษาผลของแอมโมเนียต่อจ านวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ไดท้  าการนบั
จ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB โดยใชเ้คร่ือง Real-Time PCR โดยถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 เร่ิมท า
การนบัจ านวนเซลลท่ี์สัปดาห์ท่ี 3 และ 5 เน่ืองจากในสัปดาห์ท่ี 3 ค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนียใน
ถงัปฏิกรณ์ส่วนใหญ่ (ถงัปฏิกรณ์ Set1-70 Set1-280 และ Set1-420) เขา้สู่สภาวะคงท่ี ส าหรับ       
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ท าการนบัจ านวนเซลล์ amoA ของ AOA และ AOB ท่ีสัปดาห์ท่ี 2 4 และ 6 
เน่ืองจากสัปดาห์ท่ี 2 มีค่าความเขม้ขน้แอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ส่วนใหญ่ (ถงัปฏิกรณ์ Set2-70 และ        
Set2-280) เขา้สู่สภาวะคงท่ีและท าการจะนบัจ านวนเซลล์ต่อไปอีก 2 คร้ัง ในทุกๆ 2 สัปดาห์ เพื่อ
สังเกตการเปล่ียนแปลงของจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ในถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด 

 
4.3.1 ผลของแอมโมเนียต่อจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์ชุดที ่1 
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 น าหวัเช้ือตะกอนจุลินทรียม์าจากโรงบ าบดัน ้าเสียหนองแขม ซ่ึงจากการ

นบัจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB พบเฉพาะยนี amoA ของ AOB โดยไม่พบยนี amoA ของ 
AOA ซ่ึงมีค่าเร่ิมตน้ท่ี 5.95 X 108+ 1.01 X 108 ยนีต่อลิตรสลดัจ ์(ดงัภาพท่ี 4.3) 
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ภาพท่ี 4.3 จ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ในถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 ในแต่ละช่วงเวลา 
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4.3.1.1 จ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB  
จากการนบัจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ในถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 พบวา่  

ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมีผลต่อการเพิ่มจ านวนยีน amoA ของ AOB ซ่ึงระบบท่ีความเขม้ขน้
ของแอมโมเนียใกลเ้คียงกบัระบบบ าบดัน ้ าเสียเดิม หัวเช้ือตะกอนจุลินทรีย ์ (ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 
และ Set2-28) มีจ านวนยีน amoA ของ AOB ใกลเ้คียงกบัจ านวนยีน amoA ของ AOB เร่ิมตน้             
(Set1-seed) และในระบบท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูง(ถงัปฏิกรณ์ Set1-70 Set1-280 และ        
Set2-420) มีจ านวนยนี amoA ของ AOB เพิ่มข้ึนประมาณ 1,000 เท่า 

การเพิ่มข้ึนของจ านวนยนี amoA ของ AOB มีผลมาจากความเขม้ขน้ของ 
แอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ จากการศึกษาของ Koops และคณะ (2003) กลุ่มประชากร AOB ตอ้งการ
แอมโมเนียในการด ารงชีวิต ซ่ึงในระบบท่ีมีค่าความเขม้ขน้แอมโมเนียสูง ท าให้กลุ่มประชากร 
AOB เจริญเติบโตไดดี้ และเจริญเติบโตช้าในสภาพแวดลอ้มท่ีมีค่าความเขม้ขน้แอมโมเนียต ่ากว่า 
โดยในส่วนของจ านวนยนี amoA ของ AOB จะเช่ือมโยงกบักลุ่มประชากร AOB ในแต่ละสายพนัธ์ุ 
(ดงัตารางท่ี 2.1) และอตัราเร็วในการใช้แอมโมเนียเพื่อด ารงชีวิต (ค่าจลนพลศาสตร์) ของกลุ่ม
ประชากร AOB แต่ละสายพนัธ์ุ (Limpiyakorn และคณะ, 2007) ดงัจะกล่าวในขอ้ 4.3.1.2 
 

4.3.1.2 จ านวนเซลล์ของ Nitrosomonas oligotropha และ Nitrosomonas  
europaea  

จากการนบัจ านวนยนี amoA ของ N. oligotropha และยนี 16S rRNA ของ 
N. europaea จากหวัเช้ือตะกอนจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (Set1-seed) พบเฉพาะ N. oligotropha ซ่ึงมีจ านวน
เซลล์เท่ากบั 1.05 x 107+ 0.76 x 107 เซลล์ต่อลิตรสลดัจ์ และไม่สามารถนบัจ านวนเซลล์ของ          
N. europaea ไดเ้น่ืองจากมีจ านวนเซลล์นอ้ยกวา่ 500 เซลล์ต่อตวัต่อลิตรสลดัจ ์และจากผลการนบั
จ านวนเซลล์จากถงัปฏิกรณ์ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า (ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 และ Set1-28)  
พบเฉพาะ N. oligotropha เน่ืองจากความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ใกลเ้คียงกบัระบบ
บ าบดัน ้ าเสียหนองแขม และในส่วนของถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนียสูง (ถงัปฏิกรณ์ 
Set1-70 Set1-280 และ Set1-420) พบทั้ง N. oligotropha และ N. europaea ซ่ึงจากการนบัจ านวน
เซลล์ของทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ จากถงัปฏิกรณ์ Set1-70 มีจ านวนเซลล์ของ N. eropaea เพิ่มสูงข้ึน
และเท่ากบัจ านวนเซลล์ของ N. oligotropha แต่จากถงัปฏิกรณ์ Set1-280 และ Set1-420 มีจ านวน
เซลล์ของ N. oligotropha ใกล้เคียงกบัจ านวนเซลล์เร่ิมตน้ (Set1-seed) และมีจ านวนเซลล์ของ       
N. europaea เพิ่มข้ึนจนมากกวา่จ านวนเซลล์ของ N. oligotropha ประมาณ 10,000 เท่า ซ่ึงในส่วน
ของ N. europaea มีจ  านวนเซลล์มากน้อยข้ึนอยู่กบัความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ 
กล่าวคือ ถงัปฏิกรณ์ Set1-70 Set1-280 และ  Set1-420 มีจ านวนเซลล์ของ N. europaea เพิ่มข้ึนโดย
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เรียงตามจ านวนเซลล์น้อยไปมากตามล าดับ ดังนั้ นความเข้มข้นของแอมโมเนียมีผลต่อการ
เจริญเติบโตของสายพนัธ์ุของ AOB (ดงัภาพท่ี 4.4) 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.4 จ านวนเซลลข์อง Nirosomonas oligotropha และ Nitrosomonas europaea ในถงัปฏิกรณ์  
ชุดท่ี 1 ในแต่ละช่วงเวลา 

 
หลงัจากนั้นท าการรวมจ านวนเซลล ์N. oligotropha รวมกบั N. europaea ซ่ึงเป็น 

สายพนัธ์ุหลกัท่ีพบในระบบบ าบดัน ้ าเสีย (Koops และคณะ, 2003) เพื่อเป็นการยืนยนัผลการนบั
จ านวนเซลล์ของ AOB จากตะกอนจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (Set1-seed) และจากถงัปฏิกรณ์ ซ่ึงจากผลการ
นบัจ านวนเซลล์ของ AOB เทียบกบัจ านวนเซลล์ N. oligotropha รวมกบั N. europaea พบว่า      
ไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีมีความเหมาะสมกบั N. oligotropha และ N. europaea ซ่ึงจ านวน
เซลล์ของ N. oligotropha รวมกบั N. europaea มีค่าใกลเ้คียงกบัจ านวนเซลล์ของ AOB (ดงัภาพท่ี 
4.5) 
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ภาพท่ี 4.5 จ านวนเซลลข์อง AOB กบัจ านวนเซลลข์อง Nitrosomonas oligotropha รวมกบั 
Nitrosomonas europaea ในถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 ในแต่ละช่วงเวลา 

 
การท่ีจ านวนเซลลข์อง AOB สายพนัธ์ุ N. oligotropha และ N. europaea เพิ่มหรือ 

ลดลง เน่ืองจาก N. oligotropha สามารถเจริญเติบโตได้ดีในระบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีความเขม้ข้น
แอมโมเนียต ่า และ N. europaea สามารถเจริญเติบโตได้ดีในระบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีความเขม้ข้น
แอมโมเนียสูง ซ่ึงจากการรวมรวมงานวิจยัของ Limipiyakorn และคณะ (2010) พบวา่จุลินทรียก์ลุ่ม 
N. europaea สามารถด ารงชีวิตอยูไ่ดใ้นส่ิงแวดลอ้มท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูงมาก ซ่ึงจาก
การศึกษาค่า KS ของ N. europaea ในตะกอนจุลินทรียผ์สม ของ Laanbroek และคณะ (1994) และ 
Habbena และคณะ (2009) มีค่า KS เท่ากบั 12.3-27.4 และ 7.7 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร 
ตามล าดบั และ จุลินทรียก์ลุ่ม N. oligotropha สามารถด ารงชีวิตอยู่ไดใ้นส่ิงแวดลอ้มท่ีมีความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า ซ่ึงจากการศึกษาค่า KS ของ N. europaea ในตะกอนจุลินทรียผ์สม 
Bollmann และคณะ (2002) และ Stech และคณะ (1995) มีค่า KS เท่ากบั 0.7-1.4 และ 0.4-1.1 
มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ตามล าดบัและจากงานวิจยัของ Limpiyakorn และคณะ (2007) ไดน้บั
จ านวนยีน 16S rRNA ของ N. oligotropha พบวา่ ในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเขา้
ระบบ เท่ากบั 28 และ 70 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร พบ ยีน 16S rRNA ของ N. oligotropha ถงั
ปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเขา้ระบบ เท่ากบั 140 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร มีจ านวน
ยีน 16S rRNA ของ N. oligotropha นอ้ยกวา่ N. europaea และในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
แอมโมเนียเขา้ระบบ เท่ากบั 420 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร มีจ านวนเซลล์ 16S rRNA ของ                 

   AOB     N. oligotropha + N. europaea 
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N. europaea มากข้ึนอย่างเห็นได้ชัดในวนัท่ี 15 ของการเดินระบบและจ านวนเซลล์ของยีน         
16S rRNA ของ N. oligotropha ลดลงเร่ือยๆ จนหายไปท่ีระยะเวลาเดินระบบท่ี 25 วนั  
 

4.3.2 ถังปฏิกรณ์ชุดที ่2 
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ใชห้วัเช้ือตะกอนจุลินทรียม์าจากโรงบ าบดัน ้าเสียดินแดง ซ่ึงจากการนบั

จ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB เร่ิมตน้ (Set2-seed) มีค่าใกลเ้คียงกนั คือ จ านวนยนี amoA 
ของ AOA เท่ากบั 9.05 x 109+ 8.27 x 109 ยนีต่อลิตรสลดัจ ์และจ านวนยนี amoA ของ AOB เท่ากบั               
5.13 x 109+ 2.68 x 109 ยนีต่อลิตรสลดัจ ์(ดงัภาพท่ี 4.6) 
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ภาพท่ี 4.6 จ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB ในถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ในแต่ละช่วงเวลา 
 

4.3.2.1 จ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB 
จากการนบัจ านวนยนี amoA ของ AOA และ AOB จากถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ช้ีใหเ้ห็น 

วา่ ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมีผลต่อการเพิ่มจ านวนยีน amoA ของ AOA และ AOB คือ ผลการ
นบัจ านวนยีน amoA ของ AOA จากถงัปฏิกรณ์ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า (ถงัปฏิกรณ์     
Set2-14 และ Set2-28) มีค่าใกลเ้คียงกบัจ านวนยนี amoA ของ AOA เร่ิมตน้ (Set2-seed) เน่ืองจากน ้ า
ในถังปฏิกรณ์มีความเข้มข้นของแอมโมเนียใกล้เคียงกับระบบบ าบัดน ้ าเสียดินแดง แต่จาก            
ถงัปฏิกรณ์ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูง(ถงัปฏิกรณ์ Set2-70 Set2-280 และ Set2-420) ท าให้ยีน 
amoA ของ AOA หายไป โดยถงัปฏิกรณ์ Set2-70 ไม่พบยีน amoA ของ AOA หลงัจากหลงัสัปดาห์
ท่ี 2 ถงัปฏิกรณ์ Set2-280 และ Set2-420 ไม่พบยีน amoA ของ AOA หลงัจากสัปดาห์ท่ี 2 และ      
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ผลการนบัจ านวนยนี amoA ของ AOB จากถงัปฏิกรณ์ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า (ถงัปฏิกรณ์ 
Set2-14 และ Set2-28) มีจ านวนยีน amoA ของ AOB ใกลเ้คียงกบัจ านวนยีน amoA ของ AOB 
เร่ิมต้น (Set2-seed) แต่จากถังปฏิกรณ์ท่ีความเข้มข้นของแอมโมเนียสูง (ถังปฏิกรณ์ Set2-70      
Set2-280 และ Set2-420) มีจ านวนยนี amoA ของ AOB เพิ่มมากข้ึน 

การหายไปของจ านวนยนี amoA ของ AOA ในถงัปฏิกิริยามีผลมาจากค่าความ 
เขม้ขน้ของแอมโมเนีย เน่ืองจากแอมโมเนียเป็นสารตั้งตน้หลกัท่ีมีผลการด ารงชีวิตของ AOA ซ่ึงผล
การทดลองช้ีใหเ้ห็นวา่ ไม่พบ ยนี amoA ของ AOA หลงัจากสัปดาห์ท่ี 2 ถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้
แอมโมเนียสูง (ถงัปฏิกรณ์ Set2-280 และ Set2-420) และในช่วงทา้ยไม่พบ ยีน amoA ของ AOA 
จากถงัปฏิกรณ์ Set2-70 ซ่ึงจากการรวบรวมงานวจิยัของ Erguder และคณะ (2009) ไดร้วบรวมไวว้า่  
AOA เจริญเติบโตได้ดีในสภาวะแวดล้อมท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า โดยในน ้ าเค็มหรือ
ระบบนิเวศน์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในระบบนอ้ยกวา่ 0.4–2.1 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร 
และในทะเลเปิด ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียน้อยกว่า 0.42–14 ไมโครกรัมไนโตรเจนต่อลิตร 
นอกจากน้ี Beman และ Francis (2006) พบ จ านวนยีน amoA ของ AOA มากกว่า AOB ในดิน
ตะกอนท่ีปากอ่าวทะเลของประเทศเม็กซิโก ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย 0.308-1.288 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร ต่อจากนั้น De La Torry และคณะ (2008) พบ จ านวนยีน amoA ของ AOA 
มากกวา่ จ  านวนยีน amoA ของ AOB ท่ีบ่อน ้ าร้อนในอุทยานแห่งชาติเยลโลสโตน ท่ีมีความเขม้ขน้
ของแอมโมเนีย 1.33 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ในส่วนของงานวิจยัในระบบบ าบดัน ้ าเสีย Park 
และคณะ (2006) รายงานว่า มกัพบ AOA ในระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีระยะเวลากกัเก็บน ้ าและ
ระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรียท่ี์ยาวนานมากกวา่ปกติ ซ่ึงต่อมา Zhang และคณะ (2009) ไดท้  า
การทดลองน้ีซ ้ าอีกคร้ัง พบวา่ ระยะเวลากกัเก็บน ้ าและระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรียท่ี์ยาวนาน
มากกวา่ปกติ ไม่ส่งผลต่อการด ารงชีวิตของ AOA ต่อจากนั้น Wells และคณะ (2009) ไดท้  าการ
ตรวจนบัยีน amoA ของ AOA และยีน amoA ของ AOB ในระบบบ าบดัน ้ าเสียเป็นคร้ังแรกของโลก 
พบวา่ ปริมาณยีน amoA ของ AOB มากกวา่ของ AOA ตลอดระยะเวลา 1 ปี ท่ีท าการเก็บตวัอยา่ง 
และจากงานวิจยัของ Limpiyakorn และคณะ (2011) ไดน้บัจ านวนยีน amoA ของ AOA และ AOB 
จากระบบบ าบดัน ้าเสียชุมชนในเขตกรุงเทพมหานครจ านวน 5 โรง ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย
เขา้ระบบในช่วง 5.6-11.0 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียออกจากระบบ
ในช่วง 0.3-3.0 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร และจากระบบบ าบดัน ้ าเสียอุตสาหกรรมจ านวน 3 โรง 
ซ่ึงมีค่าความเขม้ขน้แอมโมเนียในระบบในช่วง 36.1-422.3 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร มีความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียออกจากระบบในช่วง 5.3-29.2 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร พบยีน amoA 
ของ AOA มากกวา่ยีน amoA ของ AOB ในระบบบ าบดัน ้ าเสียชุมชนของกรุงเทพมหานครหลาย
ระบบ แต่ในระบบบ าบดัน ้ าเสียอุตสาหกรรมท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนียสูงไม่พบยีน amoA ของ 
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AOA เลย การเพิ่มข้ึนของจ านวนยีน amoA ของ AOB มีผลมาจากความเขม้ขน้ของแอมโมเนียใน 
ถงัปฏิกรณ์ ดงัท่ีกล่าวมาแลว้ในหวัขอ้ท่ี 4.3.1.1 
 

4.3.2.2 จ านวนเซลล์ของ Nitrosomnas oligotropha และ Nitrosomonas europaea  
จากการนบัจ านวนยนี amoA ของ N. oligotropha และยนี 16S rRNA ของ  

N. europaea จาก หวัเช้ือตะกอนจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (Set2-seed) พบเฉพาะ N. oligotropha ซ่ึงมีจ านวน
เซลล์เท่ากบั 1.39 x 109+ 0.35 x 109 เซลล์ต่อลิตรสลดัจ ์และไม่สามารถนบัจ านวนเซลล์ของ          
N. europaea ไดเ้น่ืองจากมีจ านวนเซลล์นอ้ยกวา่ 250 เซลล์ต่อมิลลิกรัมต่อลิตรสลดัจ ์ และจากผล
การนบัจ านวนเซลล์จากถงัปฏิกรณ์ท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า (ถงัปฏิกรณ์ Set2-14 และ  
Set2-28) พบเฉพาะ N. oligotropha เน่ืองจาก ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ใกลเ้คียงกบั
ระบบบ าบดัน ้ าเสียดินแดง และในส่วนของถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนียสูง (ถงัปฏิกรณ์ 
Set2-70 Set2-280 และ Set2-420) พบทั้ง N. oligotropha และ N. europaea ซ่ึงจากการนบัจ านวน
เซลล์ของทั้ง 2 สาย ไดแ้ก่ จากถงัปฏิกรณ์   Set2-70 พบยีน 16S rRNA ของ N. europaea หลงั
สัปดาห์ท่ี 4 และมีจ านวนเซลล์ของ N. oligotropha มีจ  านวนเท่ากบัจ านวนเซลล์ของ N .europaea  
และถงัปฏิกรณ์ Set2-280 และ Set2-420 มีจ านวนเซลล์ของ N. europaea เพิ่มข้ึนจนมากกวา่จ านวน
เซลล์ของ         N. oligotropha ประมาณ 1,000 เท่า ซ่ึงในส่วนของจ านวนเซลล์ N. europaea มี
จ  านวนเซลล์มากน้อยข้ึนอยู่กบัความเข้มขน้ของแอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ กล่าวคือ ถงัปฏิกรณ์ 
Set2-70 Set2-280 และ Set2-420 มีจ านวนเซลล์ของ N. europaea เพิ่มข้ึนโดยเรียงตามจ านวนเซลล์
นอ้ยไปมากตามล าดบั และถงัปฏิกรณ์ทั้ง 3 ถงัมีจ านวนเซลล์ของ N. oligotropha ใกลเ้คียงกบั
จ านวนเซลล์เร่ิมตน้ (Set2-seed)  ดงันั้นความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมีผลต่อการเจริญเติบโตของ 
สายพนัธ์ุของ AOB  (ดงัภาพท่ี 4.7) 
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ภาพท่ี 4.7 จ านวนเซลล ์ของ Nitrosomonas oligotropha และ Nitrosomonas europaea ในถงั
ปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ในแต่ละช่วงเวลา 

 
หลงัจากนั้นท าการรวมจ านวนเซลล ์N. oligotropha รวมกบั N. europaea ซ่ึงเป็น      

สายพนัธ์ุหลกัท่ีพบในระบบบ าบดัน ้ าเสีย (Koops และคณะ, 2003) เพื่อเป็นการยืนยนัผลการนบั
จ านวนเซลล์ของ AOB จากตะกอนจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (Set2-seed) และจากถงัปฏิกรณ์ ซ่ึงจากผลการ
นบัจ านวนเซลล์ของ AOB เทียบกบัจ านวนเซลล์ของ N. oligotropha รวมกบั N. europaea พบวา่ 
ไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีมีความเหมาะสมกบั N. oligotropha และ N. europaea ซ่ึงจ านวน
เซลล์ของ N. oligotropha รวมกบั N. europaea มีค่าใกลเ้คียงกบัจ านวนเซลล์ของ AOB (ดงัภาพท่ี 
4.8) 
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ภาพท่ี 4.8 จ านวนเซลลข์อง AOB กบัจ านวนเซลล ์Nitrosomonas oligotropha รวมกบั 
Nitrosomonas europaea ในถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 ในแต่ละช่วงเวลา 

 

4.4 ผลการศึกษาค่า KS ตามสมการ monod ด้วยวธีิเรสไปโรเมตริก 

การศึกษาค่า KS เพื่อศึกษาการก าจดัแอมโมเนียของจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนีย ใน
ตะกอนจุลินทรียแ์บบผสมซ่ึงมีกลุ่มประชากรจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียแตกต่างกนั ใช้วิธี    
เรสไปโรเมตริก ซ่ึงวิธีเรสไปโรเมตริกเป็นวิธีการวดัอตัราการใช้ออกซิเจนของจุลินทรียใ์นการ
ออกซิไดซ์แอมโมเนีย ณ เวลาต่างๆ กนั โดยการทดลองน้ีใชต้ะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์ท่ีกล่าว
มาแลว้ในขา้งตน้ท่ีผา่นการเดินระบบเป็นระยะเวลาประมาณ 45 วนั มีผลการศึกษา ดงัน้ี 

 
4.4.1 การยนืยนัการหาค่า KS ในถังปฏิกรณ์ 
เพื่อเป็นยืนยนัว่าการใช้ออกซิเจนของตะกอนจุลินทรีย์มาจากจุลินทรีย์ท่ีออกซิไดซ์

แอมโมเนีย ไม่ใช่เฮทเทอโรโทรป ไดท้  าการทดลองกบัชุดทดลองควบคุม ซ่ึงเติม ATU เพื่อยบัย ั้ง
การท างานของ AOB และไม่เติมแอมโมเนียเทียบกบัชุดการทดลองท่ีเติมแอมโมเนีย ตวัอย่างดงั
ภาพท่ี 4.9 
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ภาพท่ี 4.9 ความสัมพนัธ์ระหวา่งออกซิเจนท่ีใช ้ต่อเวลา จากถงัปฏิกรณ์ Set1-280 ของชุดการ
ทดลองควบคุมท่ีไม่เติมแอมโมเนียและชุดการทดลองท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย 49 มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร 

  
จากภาพท่ี 4.9 ไดว้ดัค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรต ของการทดลอง  

โดยวดัท่ีก่อนทดลอง และเม่ือส้ินสุดการทดลอง ดงัน้ี (ขอยกตวัอย่างเฉพาะจุดท่ีแสดงดงัภาพท่ี 
4.10) ชุดการทดลองควบคุมมีค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนียก่อนทดลองและเม่ือส้ินสุดการทดลอง 
เท่ากบั 0 และ 0 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ค่าความเขม้ขน้ของไนไตรต์ก่อนทดลองและเม่ือ
ส้ินสุดการทดลอง เท่ากบั 0.2 และ 0.2 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร และค่าความเขม้ขน้ของไนเตรต
ก่อนทดลองและเม่ือส้ินสุดการทดลอง เท่ากบั 0.5 และ 0.5 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ชุดการ
ทดลองท่ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียก่อนการทดลอง 49 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร มีค่าความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียเม่ือส้ินสุดการทดลอง เท่ากบั 48 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ค่าความเขม้ขน้
ของไนไตรตก่์อนทดลองและเม่ือส้ินสุดการทดลอง เท่ากบั 0.4 และ 1.2 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร และค่าความเขม้ขน้ของไนไตรตก่์อนทดลองและเม่ือส้ินสุดการทดลอง เท่ากบั 2.1 และ 2.1 
มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร  
 นอกจากน้ี การอธิบายความสัมพนัธ์ระหว่างออกซิเจนจ าเพาะท่ีใช้ (Specific oxygen 
uptake rate; SOUR) ต่อความเขม้ขน้แอมโมเนีย (แสดงเฉพาะของถงัปฏิกรณ์ Set1-280) เป็นการ
ยืนยนัการหาค่า KS โดยใช้ความสัมพนัธ์ระหว่างออกซิเจนท่ีใช้ ต่อความเขม้ขน้แอมโมเนียได ้    
(ดงัภาพท่ี 4.10)  
 
 
 

ชุดการทดลองควบคุมของ 
ถงัปฏิกรณ์ Set1-280 

ความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย 49 
มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ของถงั
ปฏิกรณ์ Set1-280 

Time (min) 
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ภาพท่ี 4.10 ความสัมพนัธ์ระหวา่งออกซิเจนจ าเพาะท่ีใช ้ต่อความเขม้ขน้แอมโมเนียของ                     
ถงัปฏิกรณ์ตวัอยา่ง 

 
4.4.2 ถังปฏิกรณ์ชุดที ่1 (AOB) 
จากการทดลองหาค่า KS ของตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 พบว่า ค่า KS ของ          

จุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ Set1-14 Set1-28 Set1-70 และ Set1-280 มีค่า
แตกต่างกนั คือ 1.9+0.7 2.1+0.6 13.9+8.5 และ 17.2+5.3 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ตามล าดบั  
(ดงัภาพท่ี 4.11) 
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ภาพท่ี 4.11 ความสัมพนัธ์ระหวา่งออกซิเจนท่ีใช ้ต่อความเขม้ขน้แอมโมเนียของ                                     
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 
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ภาพท่ี 4.11 ความสัมพนัธ์ระหวา่งออกซิเจนท่ีใช ้ต่อความเขม้ขน้แอมโมเนียของ                                        
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 (ต่อ) 

 
4.4.3 ถังปฏิกรณ์ชุดที ่2 (AOA+AOB) 
ค่า KS ของตะกอนจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 อนัไดแ้ก่ ถงั

ปฏิกรณ์ Set2-14 Set2-28 Set2-70 Set2-280 และ Set2-420 มีค่าแตกต่างกนั คือ 0.6+0.3 3.3+1.3 
10.1+5.7 24.6+8.6 และ 42.4+8.6 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ตามล าดบั (ดงัภาพท่ี 4.12) 
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ภาพท่ี 4.12 ความสัมพนัธ์ระหวา่งออกซิเจนท่ีใช ้ต่อความเขม้ขน้แอมโมเนียของ                                      
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 
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ammonia concentration (mg N l-1)

0 20 40 60 80 100

O
xy

g
e
n
 U

p
ta

ke
 R

a
te

 (
m

g
 O

2
 l-

1
 m

in
-1

)

00.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

 
 

ภาพท่ี 4.12 ความสัมพนัธ์ระหวา่งออกซิเจนท่ีใช ้ต่อความเขม้ขน้แอมโมเนียของ                                  
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 (ต่อ) 

KS=24.6+8.6 มิลลิกรัมไนโตรต่อลิตร 
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4.4.4 การเปรียบเทยีบค่า KS ตามสมการ monod ของถังปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด  
จากผลการนบัจ านวนยีน amoA ของ AOA และ AOB รวมไปถึงจ านวนยีน amoA ของ     

N. oligotropha และ N. europaea พบวา่ลกัษณะกลุ่มประชากรจุลินทรียท่ี์ออกซิไดซ์แอมโมเนียท่ีอยู่
ในตะกอนจุลินทรีย ์มีผลต่อค่า KS ของตะกอนจุลินทรีย์ แต่ทั้งน้ีหากเปรียบเทียบถงัปฏิกรณ์ท่ีมีค่า
ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเหมือนกนัระหวา่งชุดท่ี 1 และชุดท่ี 2 จะพบวา่มีค่า KS ใกลเ้คียงกนั เช่น 
ค่า KS ของถงัปฏิกรณ์ Set1-14 ซ่ึงมีเฉพาะ AOB สายพนัธ์ุ N. oligotropha นั้นมีค่า KS มากกวา่ถงั
ปฏิกรณ์ Set2-14 ท่ีมี AOA และ AOB สายพนัธ์ุ N. oligotropha อยูด่ว้ยกนั โดยมีอตัราส่วน ค่า KS 
ระหวา่งถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด (ถงัปฏิกรณ์ Set1-14:Set2-14) เท่ากบั 2:1 และเม่ือเปรียบเทียบในถงั
ปฏิกรณ์ Set1-28 ซ่ึงมีเฉพาะ AOB สายพนัธ์ุ N. oligotropha นั้นมีค่า KS ใกลเ้คียงกบัของถงัปฏิกรณ์ 
Set2-28  ท่ีมีทั้ง AOA และ AOB สายพนัธ์ุ N. oligotropha อยูด่ว้ยกนั มีอตัราส่วนของค่า KS เท่ากบั 
1:1 (ถงัปฏิกรณ์ Set1-28:Set2-28) และค่า KS จากถงัปฏิกรณ์ Set1-70 และ Set2-70 มีค่าใกลเ้คียงกนั 
เช่นเดียวกบัของถงัปฏิกรณ์ Set1-280 ท่ีมีค่า KS ใกลเ้คียงกนักบัถงัปฏิกรณ์ Set2-280 ซ่ึงสามารถคิด
เป็นอตัราส่วน ของถงัปฏิกรณ์    Set1-70:Set2-70 และ Set1-280:Set2-280 เท่ากบั 1:1 และ 1:1.4 
ตามล าดบั (ดงัตารางท่ี 4.4)  
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ตารางท่ี 4.4 สรุปค่า KS และการมีอยูข่อง AOA และ AOB ในถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด 

 
เคร่ืองหมาย  NA   คือ  Not Available 

 +      คือ  พบยนี amoA ของ AOA 
         -      คือ  ไม่พบยนี amoA ของ AOA 
 

ถงัปฏิกรณ์
ชุดท่ี 1 

ค่า 
KS + ค่าเบ่ียงเบน

มาตรฐาน(มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร) 

AOA AOB 
ถงัปฏิกรณ์
ชุดท่ี 2 

ค่า 
KS + ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน

(มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร) 

AOA AOB 

Set1-14 1.9+0.7 - N. oligotropha Set2-14 0.6+0.3 + N. oligotropha 

Set1-28 2.1+0.6 - N. oligotropha Set2-28 3.3+1.3 + N. oligotropha 

Set1-70 13.9+8.5 - 
N. oligotropha                

เท่ากบั N. europaea 
Set2-70 10.1+5.7 - 

N. oligotropha   
เท่ากบั N. europaea 

Set1-280 17.2+5.3 - 
N. oligotropha                   

นอ้ยกวา่ N. europaea 
Set1-280 24.6+8.6 - 

N. oligotropha   
เท่ากบั N. europaea 

Set1-420 NA NA 
N. oligotropha                    

นอ้ยกวา่ N. europaea 
Set2-420 42.4+19.9 - 

N. oligotropha    
 นอ้ยกวา่ N. europaea 

68 
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ตารางท่ี 4.5 ค่า KS ของจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ (pure culture) AOA สายพนัธ์ุ N.maritimus และ AOB    
สายพนัธ์ุ N. europaea และ N. oligotropha  

ชนิด สายพนัธ์ุ KS (มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) อา้งอิง 

AOA N.maritimus 0.002 Habbena และคณะ, 2009 

AOB 

N. europaea 

12.3-27.4 Laanbroek และคณะ, 1994  

16.1-32.9 Koops และคณะ 2003 

7.7 Habbena และคณะ, 2009 

N. oligotropha 

0.4–1.1 Stech และคณะ, 1995 

0.7-1.4 Bollmann และคณะ, 2002 

1.0-2.1 Koops และคณะ 2003 

  
ผลการทดลองขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นวา่ ค่า KS ของตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์ทั้ง 2 ชุด มี

ค่าใกลเ้คียงกนัทั้งๆท่ีในถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 (ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 และ Set1-28) ไม่พบ AOA ขณะท่ี 
ถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 (ถงัปฏิกรณ์ Set2-14 และ Set2-28) มี AOA ซ่ึงหมายความวา่ AOA ไม่ไดมี้ผลกบั 
KS ของตะกอนจุลินทรียโ์ดยรวม โดยค่า KS จะเป็นไปตามกลุ่มประชากร AOB มากกว่า จากผล
การศึกษา AOA บริสุทธ์ิ พบวา่ ค่า KS ของ N.maritimus มีค่าเท่ากบั 0.002 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร (ตารางท่ี 4.5) ซ่ึงนอ้ยกวา่ ค่า KS ของ AOB มาก (0.4-32.9 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) แสดง
ให้เห็นวา่ การปรากฏของ AOA ไม่ไดท้  าให้ ค่า KS ของตะกอนจุลินทรียโ์ดยรวมเปล่ียนแปลงไป 
โดย AOA มกัพบในสภาพแวดล้อมท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่ามากๆ จากงานวิจยัของ 
Habbena และคณะ(2009) พบว่า AOA น่าจะเป็นตวัการส าคัญในกระบวนการออกซิไดซ์
แอมโมเนียในน ้ าทะเล เน่ืองจาก ค่า KS ของ AOA มีค่าใกลเ้คียงกบัค่า  KS ในกระบวนการไนทริ-  
ฟิเคชนัในน ้าทะเลมากกวา่ค่า KS ของ AOB  ในขณะท่ีค่า KS ท่ีไดจ้ากการทดลองน้ี (ตารางท่ี 4.5) มี
ค่าใกลเ้คียงกบั ค่า KS ของ AOB บริสุทธ์ิ (ตารางท่ี 4.5) โดยค่า KS ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 Set1-28 
Set2-14 และ Set2-28 ซ่ึงมีเฉพาะมี AOB สายพนัธ์ุ N. oligotropha มีค่า KS ในช่วง 0.6-2.1 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร ซ่ึงใกลเ้คียงกบัค่า KS ของ N. oligotropha ท่ีบริสุทธ์ิ (ในช่วง 0.4-2.1 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร) ทั้งน้ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ดงักล่าว ณ วนัท่ีเร่ิมตน้แบทช์
และวนัท่ีส้ินสุดแบทช์ มีค่าใกลเ้คียงกบัค่า KS ของ N. oligotropha  
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ในส่วนของถงัปฏิกรณ์ท่ีมีเฉพาะกลุ่มประชากร AOB ไดท้ดลองหาค่า KS ของจุลินทรียท่ี์
ออกซิไดซ์แอมโมเนีย ไดแ้ก่ ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 Set1-28 Set1-70 Set1-280 ส าหรับถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 
1 และ Set2-70 Set2-280 และ Set2-420 ส าหรับถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 โดยเม่ือเปรียบเทียบค่า KS ของถงั
ปฏิกรณ์ดงักล่าวกบัค่า KS จากงานวิจยัท่ีศึกษาจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ (ตารางท่ี 4.5) พบวา่ถงัปฏิกรณ์ท่ีมี
ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า (ถงัปฏิกรณ์ Set1-14 และ Set1-28) มีค่า KS ระหว่าง 0.6-3.3 
มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ซ่ึงใกลเ้คียงกบัค่า KS ของ N. oligotropha ของจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ คือ 
0.4-2.1 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตรและสอดคลอ้งกบักลุ่มประชากร AOB ท่ีพบ (N. oligotropha) 
และค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนียหลงัส้ินสุดแบทช์เฉล่ีย เท่ากบั 0.0-2.1 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตรในส่วนของการทดลองหาค่า KS ของ ถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูง มีค่า KS 
ในช่วง 10.1-42.4 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร ซ่ึงอยู่ในช่วงเดียวกบัค่า KS ของ N. europaea ท่ี
บริสุทธ์ิ (ในช่วง 7.7-32.9 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) แต่จุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์น้ีพบ                          
N. oligotropha อยูด่ว้ย จึงเป็นท่ีน่าสังเกตวา่ค่า KS ของตะกอนจุลินทรียใ์นถงัดงักล่าวอยูใ่นช่วงของ 
N. europaea ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ N. europaea อาจเป็นจุลินทรียท่ี์ท างานจริงในระบบ ทั้งน้ี อยา่งไรก็
ตามการทดลองน้ีไดน้ าตะกอนจุลินทรียม์าท าการหาค่า KS ในวนัท่ี 45 ของการเดินระบบ ซ่ึงใน
ความเป็นจริงแลว้กลุ่มประชากรจุลินทรียอ์าจยงัไม่ถึงจุดสมดุลท่ีแทจ้ริง เน่ืองจากการเอาตะกอน
จากถังปฏิกรณ์แบบแบทช์ไม่ได้น าตะกอนจุลินทรีย์ท่ีไม่ท างานออกจากระบบได้ดีเท่ากับถัง
ปฏิกรณ์แบบต่อเน่ือง โดยการศึกษาของ Limpiyakorn และคณะ (2007) ท่ีท าการศึกษา พบวา่ ในถงั
ปฏิกรณ์แบบต่อเน่ืองท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียน ้ าเขา้ เท่ากบั 70 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร 
และมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียน ้ าออก เท่ากบั 0 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร N. oligotropha 
หายไปหลงัวนัท่ี 25 ของการเดินระบบ และมีการปรากฏของ N. europaea ตั้งแต่วนัท่ี 10 ของการ
เดินระบบ ซ่ึงหมายความวา่ N. oligotropha อาจมีอยูใ่นถงัปฏิกรณ์ของการทดลองน้ีแต่ไม่ท างาน  
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บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

งานวจิยัน้ีแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ส่วน โดย ส่วนท่ี 1 เป็นการศึกษาผลของแอมโมเนียท่ี
มีต่อยีน amoA ของ AOA และ AOB และ ต่อกลุ่มประชากร AOB ไดแ้ก่จ านวนยีน amoA ของ      
N. oligotropha และ 16S rRNA ของ N. europaea และส่วนท่ี 2 เป็นการศึกษาค่าจลนพลศาสตร์   
ในการก าจดัแอมโมเนียของจุลินทรีย์ท่ีก าจดัแอมโมเนียในตะกอนจุลินทรีย์แบบผสมท่ีมีกลุ่ม
ประชากรท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียแตกต่างกนั โดยผลการทดลองท่ีไดส้ามารถตอบวตัถุประสงค์
ของงานวจิยั ซ่ึงมีรายละเอียด ดงัน้ี 

การศึกษาส่วนท่ี 1 ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียส่งผลต่อจ านวนยีน amoA ของ AOA AOB 
และ N. oligotropha และจ านวนยีน 16S rRNAของ N. europaea คือ ในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้
แอมโมเนียต ่า (ถงัปฏิกรณ์ท่ีมีการวดั ณ วนัท่ีแบทช์ประมาณ 14 และ 28 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร) พบยีน amoA ของ AOA และ AOB (ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเม่ือส้ินสุดแบทช์ประมาณ 
0.0-2.1 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) ส่วนถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูง (ถงัปฏิกรณ์
ท่ีมีการวดั ณ วนัท่ีแบทช์ประมาณ 70 280 และ 420 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร) พบเฉพาะยีน 
amoA ของ AOB (ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเม่ือส้ินสุดแบทช์ประมาณ 10-150 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร) และถึงแมว้า่ระบบจะมี AOB ในทุกๆ ถงัปฏิกรณ์ (ทั้งถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 และ 2) 
แต่สัดส่วนประชากรของ AOB มีความแตกต่างกันในแต่ละถังข้ึนอยู่กับความเข้มข้นของ
แอมโมเนียในถัง กล่าวคือ ในถังปฏิกรณ์ท่ีมีความเข้มข้นของแอมโมเนียต ่ า  จะพบเฉพาะ               
N. oligotropha ในขณะท่ีถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้แอมโมเนียสูง จะพบ N. europaea ในปริมาณ
สูง ทั้งน้ี การปรากฏของกลุ่มจุลินทรียแ์ต่ละชนิดในถงัปฏิกรณ์จะสัมพนัธ์กบัค่า KS ของจุลินทรีย์
นั้นๆ และความเขม้ขน้ของแอมโมเนียในถงัปฏิกรณ์ คือ ค่า KS ของ จุลินทรียก์ลุ่ม N. oligotropha มี
ค่าต ่า ท าให้พบจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ท่ีมีค่าความเขม้ข้นของแอมโมเนียต ่า ส่วนค่า KS ของ
จุลินทรียก์ลุ่ม N. europaea  มีค่าสูง ท าใหพ้บในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูง         

การศึกษาส่วนท่ี 2 พบวา่ ค่า KS ของตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์แต่ละถงัมีค่าแตกต่าง
กนั โดยค่า KS ท่ีพบจะสอดคลอ้งกบัค่า KS ของ AOB บริสุทธ์ิท่ีพบในถงั กล่าวคือ ถงัปฏิกรณ์ท่ีมี
ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่า จะพบเฉพาะ N. oligotropha ซ่ึงมีค่า KS อยูใ่นช่วง 0.6-3.3 มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร และค่า KS ในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูง จะอยูใ่นช่วงเดียวกบั 
N. europaea ซ่ึงมีค่า KS  อยู่ในช่วง 10.1-24.6 มิลลิกรัมไนโตรเจนต่อลิตร อย่างไรก็ตามเป็นท่ี        
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น่าสังเกตวา่ ถึงแมใ้นถงัปฏิกรณ์ท่ีค่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่าบางถงั จะพบ AOA อยูร่่วมกบั 
AOB สายพนัธ์ุ  N. oligotropha แต่ค่า KS ท่ีไดอ้ยูใ่นช่วงค่า KS ของ N. oligotropha อยา่งเดียว ซ่ึง
แสดงวา่ AOA อาจไม่มีผลท าให้ค่า KS โดยรวมของตะกอนจุลินทรียเ์ปล่ียนไป ทั้งท่ีความเป็นจริง 
AOA จะร่วมกนัออกซิไดซ์แอมโมเนียดว้ย 

จากผลการทดลองทั้งสองส่วนสรุปไดว้่า  ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมีผลต่อจ านวนยีน 
amoA ของ AOA และ AOB และ มีผลต่อสัดส่วนประชากร AOB ไดแ้ก่ N. oligotropha และ         
N. europaea คือ ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่าจะพบ AOA และกลุ่มประชากร AOB 
สายพนัธ์ุ N. oligotropha และในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียสูงจะไม่พบ AOA และพบ
กลุ่มประชากร AOB สายพนัธ์ุ N. europaea นอกจากน้ี ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียยงัส่งผลต่อ
ลักษณะการด ารงชีวิตของแต่ละจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม โดยจุลินทรีย์ท่ีพบแต่ละกลุ่มจะมีค่า KS 
แตกต่างกัน ตามลักษณะทางกายภาพของจุลินทรีย์กลุ่มนั้นๆ ดังนั้น ผลการทดลองน้ีสามารถ
น าไปใชใ้นการพฒันากระบวนการบ าบดัไนโตรเจนในระบบบ าบดัน ้าเสียโดยเลือกใชก้ลุ่มจุลินทรีย์
ท่ีบ  าบดัแอมโมเนียให้เหมาะสมกบัสภาพของน ้ าเสียแต่ละประเภท และน าค่า KS ส าหรับตะกอน
จุลินทรียแ์ต่ละแบบไปใชใ้นการออกแบบระบบบ าบดัน ้าเสียใหมี้ประสิทธิภาพเพิ่มมากข้ึน 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1 ควรศึกษาต าแหน่งของ AOA และ AOB ท่ีอยูใ่นตะกอนจุลินทรียโ์ดยใชเ้ทคนิค FISH 
(Fruoresent In Situ Hybridization) ในการระบุต าแหน่งและพฤติกรรมของ AOA และ AOB เช่น    
สามารถดูการรวมกลุ่ม หรือต าแหน่ง ของ AOA และ AOB ในตะกอนจุลินทรีย ์เป็นตน้ เพื่อท าให้
ทราบวา่จุลินทรียก์ลุ่มใดท่ีก าจดัแอมโมเนียในระบบบ าบดัน ้าเสีย 
 5.2.2 ควรศึกษาปัจจยัอ่ืนของระบบบดัน ้ าเสียต่อจ านวนประชากร AOA ในระบบบ าบดั     
น ้าเสีย อาทิเช่น ซลัไฟด ์ออกซิเจน ระยะเวลากกัเก็บตะกอนจุลินทรีย ์เป็นตน้ 
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ภาคผนวก ก 
วธีิสกดัดีเอน็จากตะกอนจุลนิทรีย์ 
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วธีิสกดัดีเอน็จากตะกอนจุลนิทรีย์ โดยใช้ Fast DNA SPIN Kit for soil  
 

1. ชัง่ตะกอนจุลินทรียต์วัอยา่ง 0.25-0.35 กรัม ลงในหลอด PCR (PCR Tube) เติมสารละลาย 
โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลายผสมออกมา 1 มิลลิลิตรใส่
ใน Lysis metrix เติม MT buffer ปริมาตร 122 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายผสมท่ีเติม MT buffer 
ใส่ในชุด Fast Prep เป็นระยะเวลา 30 วินาที ดว้ยความเร็ว 5.5 แลว้น าเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว 14,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที  

2. ปิเปตสารละลายผสมท่ีอยูด่า้นบนท่ีผา่นการป่ันเหวีย่งตามขอ้ 1. ใส่ในหลอด PCR ปริมาตร  
15 มิลลิลิตร เติม PPS agent ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แลว้เขยา่ จากนั้นน าเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว 14,000 รอบ เป็นเวลา 5 นาที 

3. ปิเปตเฉพาะดีเอน็เอดา้นบนท่ีผา่นการป่ันเหวีย่งตามขอ้ 2. เติม Binding matrix ปริมาตร 1  
มิลลิลิตร เขยา่เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไว ้3 นาที ปิเปตสารละลายท่ีอยูด่า้นบนทิ้งปริมาตร 500 
ไมโครลิตร  

4. ปิเปตสารละลายท่ีเหลือออกมาปริมาตร 600 มิลลิลิตร ใส่ในตวักรอง (Fillter) ท่ีอยู ่
ดา้นบน catch tube จากนั้นน าเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที             
เทสารละลายท่ีอยูด่า้นนอกตวักรองทิ้ง จากนั้นท าซ ้ าอีกคร้ัง 

5. น าส่วนท่ีเหลือจากขอ้ 3. เขา้เคร่ืองป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 14,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที  
เติมสารละลาย SEW-M ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นน าเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
14,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที เทน ้ าดา้นบนทิ้ง แลว้น าเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบ 
เป็นเวลา 2 นาที 

6. น าสารละลายจากขอ้ 5. ใส่ลงใน catch tube ทิ้งไว ้5 นาที ณ อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นเติม 
สารละลาย DES ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยง (Vortex) ให้สารไหลได ้แลว้น าเขา้เคร่ืองป่ัน
เหวีย่งดว้ยความเร็ว 14,000 รอบ เป็นเวลา 2 นาที  

7. จากขอ้ 4. และ ขอ้ 6. น าตวักรองทิ้ง จะไดดี้เอน็ท่ีสกดัแลว้อยูด่า้นล่างของ catch tube  
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ภาคผนวก ข 
ผลการวเิคราะห์ความเข้มข้นของแอมโมเนีย ไนไตรต์ และไนเตรต
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ตารางท่ี ข.1 ผลการวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรต ของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 

น ้า วนัท่ี 
14 mg N l-1 28 mg N l-1 70 mg N l-1 280 mg N l-1 420 mg N l-1 

[NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] 

 1 15.0 - - 20.0 - - 72.5 - - 250.0 - - 480.0 - - 
 4 0.0 10.5 4.7 7.2 6.8 13.1 55.8 5.7 65.8 120.9 21.5 228.9 150.0 21.5 43.0 
 4 9.0 5.0 2.4 15.0 4.9 6.6 60.0 2.7 28.6 250.0 15.4 140.1 450.0 15.4 35.3 
 7 0.1 10.2 19.2 5.8 13.4 28.4 48.6 19.7 89.4 141.2 44.2 294.2 160.0 44.2 92.9 
 7 15.0 6.8 11.3 25.0 8.4 12.2 90.0 14.9 35.8 290.0 27.6 126.6 400.0 27.6 49.8 
 11 0.1 12.2 27.2 4.9 4.3 29.3 52.9 28.2 118.2 149.0 13.8 303.8 140.0 13.8 33.1 
 11 16.0 7.7 10.5 30.0 2.1 19.4 80.0 14.1 38.2 250.0 6.9 114.4 430.0 6.9 9.0 
 15 0.0 15.5 31.5 0.0 12.3 42.3 19.8 34.6 114.6 101.5 93.3 343.3 145.0 93.3 214.5 
 15 19.2 4.3 12.3 33.9 6.8 22.3 70.5 14.4 45.2 280.0 51.8 123.3 470.0 51.8 124.4 
 19 0.0 10.4 29.6 0.1 19.5 53.4 13.2 37.9 108.4 108.0 15.8 295.8 150.0 15.8 41.2 
 19 11.6 8.5 12.5 27.8 8.5 23.9 82.4 22.3 52.7 238.0 6.9 147.4 420.0 6.9 18.6 
 22 0.0 19.6 31.2 2.0 32.0 59.8 20.3 49.4 131.8 100.0 130.4 368.4 135.0 130.4 169.5 

 
เม่ือ                  คือ เร่ิมตน้แบทช์ 
  คือ ส้ินสุดแบทช์ 
               -           คือ ไม่ไดต้รวจวดัความเขม้ขน้ 
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ตารางท่ี ข.1 ผลการวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรต ของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 1 (ต่อ) 

น ้า วนัท่ี 
14 mg N l-1 28 mg N l-1 70 mg N l-1 280 mg N l-1 420 mg N l-1 

[NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] 

 22 11.8 7.8 10.4 30.6 13.9 19.9 85.7 27.5 43.9 270.0 56.7 122.8 450.0 56.7 79.4 
 25 0.0 19.4 31.2 0.8 29.2 59.8 19.2 46.2 131.8 85.0 98.4 368.4 140.0 98.4 167.3 
 25 18.6 9.0 18.3 32.9 12.7 31.1 68.0 20.1 75.4 269.8 42.8 201.0 400.0 42.8 111.2 
 29 0.1 12.5 31.2 0.0 19.9 52.8 8.4 60.2 128.2 75.0 72.0 341.7 180.0 72.0 158.4 
 29 14.5 2.4 15.5 20.1 10.5 40.3 58.0 37.6 82.2 279.0 37.9 222.4 480.0 37.9 106.1 
 33 0.1 4.1 18.6 0.1 28.3 48.3 11.2 40.7 98.7 100.0 12.3 266.9 145.0 12.3 25.8 

 
เม่ือ                  คือ เร่ิมตน้แบทช์ 
  คือ ส้ินสุดแบทช์ 
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ตารางท่ี ข.2 ผลการวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรต ของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 

น ้า วนัท่ี 
14 mg N l-1 28 mg N l-1 70 mg N l-1 280 mg N l-1 420 mg N l-1 

[NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] 

 1 15 0.0 0.0 30.2 0.0 0.0 75.6 0.0 0.0 298.0 0.0 0.0 450.0 0.0 0.0 

 5 0.8 11.7 6.2 1.2 18.7 4.7 20.4 7.3 60.9 175.0 23.4 80.9 300.1 30.5 120.3 

 5 16.3 5.6 2.6 32.4 8.9 2.2 80.3 3.5 26.5 286.0 10.2 35.2 500.0 13.3 52.3 

 10 1.2 10.7 4.5 2.3 10.7 6.5 18.1 16.3 70.5 156.5 34.6 119.6 280.3 40.3 193.2 
 10 12.4 4.7 2.1 28.5 4.7 3.4 73.2 7.8 30.7 312.0 15.0 57.0 460.0 17.5 101.7 
 15 1 9.4 3.8 1.5 11.4 10.2 11.7 18.1 68.4 121.3 43.4 137.4 245.3 45.2 235.4 
 15 15.3 5.2 1.7 30.1 6.3 5.3 65.5 7.9 36.0 300.0 22.8 72.3 490.0 23.8 112.1 

 20 0.8 9.3 7.9 2.5 9.3 11.1 7.6 15.9 71.3 100.7 42.1 183.5 189.2 36.5 254.3 

 20 17.8 3.6 3.4 34.6 3.6 4.8 79.5 9.4 29.7 315.0 17.5 73.4 470.0 15.2 106.0 

 25 1.2 7.2 8.6 3.4 7.2 9.4 10.4 20.1 76.5 112.3 49.8 198.2 175.5 46.8 278.1 

 25 15.1 4.2 4.8 26.3 4.2 5.5 76.8 8.7 42.5 275.0 27.7 82.6 435.0 26.0 115.9 

 30 0.9 10.6 12.4 2.3 10.6 12.5 9.8 24.3 69.3 87.3 56.7 220.4 143.2 54.3 290.2 
 

เม่ือ                  คือ เร่ิมตน้แบทช์ 
  คือ ส้ินสุดแบทช์ 
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ตารางท่ี ข.2 ผลการวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรต ์และไนเตรต ของถงัปฏิกรณ์ชุดท่ี 2 (ต่อ) 

น ้า วนัท่ี 
14 mg N l-1 28 mg N l-1 70 mg N l-1 280 mg N l-1 420 mg N l-1 

[NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] [NH4

+] [NO2
-] [NO3

-] [NH4
+] [NO2

-] [NO3
-] 

 30 15.7 5.0 5.2 27.7 5.0 5.2 75.6 14.3 31.5 290.0 25.8 95.8 470.0 24.7 116.1 

 35 1.4 8.7 19.5 1.8 8.7 15.4 8.6 25.4 72.3 107.2 57.8 246.5 121.5 55.4 287.5 

 35 16.5 4.1 9.3 31.3 4.1 6.4 70.8 11.0 34.4 285.0 27.5 107.2 490.0 26.4 159.7 

 40 1.7 6.5 17.3 2.6 6.5 16.3 7.5 22.1 80.6 94.3 53.2 250.3 167.8 53.7 293.2 

 40 19.1 3.4 9.1 34.2 3.4 7.4 72.1 13.0 44.8 290.0 29.6 100.1 445.0 29.8 146.6 

 45 1.1 7.8 15.6 1.7 7.8 19.1 8.9 21.9 78.9 98.1 48.9 256.6 170.9 60.3 301.9 
 
เม่ือ                  คือ เร่ิมตน้แบทช์ 
  คือ ส้ินสุดแบทช์ 
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ตารางท่ี ข.3 ความเขม้ขน้แอมโมเนีย ไนไตรต ์ไนเตรต และค่าออกซิเจนละลายต่อชัว่โมง ของการ
ทดลองหาค่าจลนพลศาสตร์ 

 

ถงั
ปฏิกรณ์ 

[NH4
+] (มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร) 
[NO2

-] (มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร) 

[NO3
-] (มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร) 
DO (มิลลิกรัม

ต่อลิตร) 

เร่ิมตน้ ส้ินสุด เร่ิมตน้ ส้ินสุด เร่ิมตน้ ส้ินสุด 
นาที
ท่ี 0 

นาที
ท่ี 60 

Set1-14 control - - - - - 8.31 8.27 
MLSS  0.0 - - - - - 7.76 7.72 
150 0.5 - - - - - 8.27 8.20 
มิลลิกรัม 0.7 0.5 0.6 0.9 0.9 0.9 7.84 7.74 
 ต่อลิตร 3.0 - - - - - 8.13 7.98 
  7.6 - - - - - 8.05 7.85 
  9.2 - - - - - 7.43 7.17 
  10.5 - - - - - 7.65 7.46 
Set1-28 control - - - - - 7.30 7.24 
MLSS 0.3 - - - - - 7.80 7.74 
150 1.2 - - - - - 7.60 7.47 
มิลลิกรัม 3.0 1.9 0.9 1.7 0.8 0.8 7.90 7.70 
 ต่อลิตร 9.0 - - - - - 7.40 7.15 
  10.7 - - - - - 6.90 6.60 
  15.0 - - - - - 7.60 7.24 
  21.0 - - - - - 7.30 7.00 
Set1-70 control - - - - - 8.10 8.10 
MLSS 0.0 - - - - - 7.80 7.73 
150 3.0 1.4 1.2 2.1 0.9 0.9 7.60 7.43 
มิลลิกรัม 6.4 - - - - - 7.70 7.38 
 ต่อลิตร 10.5 - - - - - 7.50 7.16 
  13.3 - - - - - 7.60 7.18 
  20.0 - - - - - 7.70 7.33 

เม่ือ ความเขม้ขน้แอมโมเนีย ไนไตรตแ์ละไนเตรต เป็นค่าท่ีไดจ้ากการสุ่มวดัเม่ือเร่ิมตน้การทดลอง   
       และส้ินสุดการทดลอง  และค่าออกซิเจนละลาย เป็นค่าท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 60 นาทีแรก 

- คือ ไม่ไดต้รวจวดัความเขม้ขน้ 
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ถงั
ปฏิกรณ์ 

[NH4
+] (มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร) 
[NO2

-]( มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร) 

[NO3
-] (มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร) 
DO(มิลลิกรัม
ต่อลิตร) 

เร่ิมตน้ ส้ินสุด เร่ิมตน้ ส้ินสุด เร่ิมตน้ ส้ินสุด 
นาที
ท่ี 0 

นาที
ท่ี 60 

Set1-
280 control(0.0) 0.0 0.2 0.2 0.5 0.5 7.10 7.10 
MLSS 0.0 - - - - - 7.40 7.26 
200 1.4 - - - - - 7.60 7.24 
มิลลิกรัม 9.8 7.1 1.3 2 1.2 1.2 6.80 5.57 
 ต่อลิตร 14.0 - - - - - 7.30 5.85 
  49.0 48.0 1.1 1.9 0.7 0.7 7.20 4.32 
  70.0 - - - - - 7.80 5.54 
Set2-14 control - - - - - 8.32 8.32 
MLSS 0.0 - - - - - 8.35 8.35 
100 0.3 0.2 0.5 0.7 0.5 0.5 7.88 7.85 
มิลลิกรัม 0.6 - - - - - 7.54 7.50 
 ต่อลิตร 0.7 - - - - - 6.89 6.82 
  1.2 - - - - - 7.12 7.06 
Set2-28 control - - - - - 7.89 7.89 
MLSS  0.2 - - - - - 7.81 7.80 
100 1.7 1.2 0.9 1.3 0.6 0.6 7.54 7.50 
มิลลิกรัม 5.4 - - - - - 7.65 7.57 
 ต่อลิตร 11.4 10.8 1.2 1.7 0.8 0.8 7.46 7.35 
  15.9 - - - - - 6.89 6.80 

 
 
 

ตารางท่ี ข.3 ความเขม้ขน้แอมโมเนีย ไนไตรต ์ไนเตรต และค่าออกซิเจนละลายต่อชัว่โมง ของการ
ทดลองหาค่าจลนพลศาสตร์ (ต่อ) 
 

เม่ือ ความเขม้ขน้แอมโมเนีย ไนไตรตแ์ละไนเตรต เป็นค่าท่ีไดจ้ากการสุ่มวดัเม่ือเร่ิมตน้การทดลอง   
       และส้ินสุดการทดลอง  และค่าออกซิเจนละลาย เป็นค่าท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 60 นาทีแรก 

- คือ ไม่ไดต้รวจวดัความเขม้ขน้ 
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ตารางท่ี ข.3 ความเขม้ขน้แอมโมเนีย ไนไตรต ์ไนเตรต และค่าออกซิเจนละลายต่อชัว่โมง ของการ
ทดลองหาค่าจลนพลศาสตร์ (ต่อ) 
 

ถงั
ปฏิกรณ์ 

[NH4
+] (มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร) 
[NO2

-]( มิลลิกรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร) 

[NO3
-] (มิลลิกรัม

ไนโตรเจนต่อลิตร) 
DO(มิลลิกรัม
ต่อลิตร) 

เร่ิมตน้ ส้ินสุด เร่ิมตน้ ส้ินสุด เร่ิมตน้ ส้ินสุด 
นาที
ท่ี 0 

นาที
ท่ี 60 

Set2-70 control - - - - - 7.87 7.87 
MLSS  0.0 - - - - - 7.87 7.86 
100 5.0 - - - - - 7.85 7.76 
มิลลิกรัม 10.5 - - - - - 7.56 7.42 
 ต่อลิตร 13.5 - - - - - 7.89 7.69 
  15.7 14.8 1.1 1.6 0.9 0.9 7.13 6.97 
Set2-
280 control(0.1) 0.1 0.4 0.4 1.2 1.2 7.12 7.12 
MLSS  0.0 - - - - - 7.81 7.81 
100 19.3 17.8 0.5 1.7 1.4 1.4 7.45 7.23 
มิลลิกรัม 38.3 - - - - - 7.65 7.20 
 ต่อลิตร 78.0 - - - - - 7.67 7.09 
  127.1 - - - - - 7.89 7.40 
Set2-
420 control - - - - - 7.43 7.43 

MLSS  0.0 - - - - - 7.34 7.34 
100 18.4 - - - - - 7.85 7.72 
มิลลิกรัม 23.5 22.9 0.8 1.3 1.1 1.1 7.45 7.22 
 ต่อลิตร 54.0 - - - - - 7.62 7.22 
  75.0 - - - - - 7.89 7.55 

 
 
 
 

เม่ือ ความเขม้ขน้แอมโมเนีย ไนไตรตแ์ละไนเตรต เป็นค่าท่ีไดจ้ากการสุ่มวดัเม่ือเร่ิมตน้การทดลอง   
       และส้ินสุดการทดลอง และค่าออกซิเจนละลาย เป็นค่าท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 60 นาทีแรก 

- คือ ไม่ไดต้รวจวดัความเขม้ขน้ 
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ประวตัิผู้เขียนวทิยานิพนธ์ 
 

นางสาวภทัรพร คุนาพงษ์กิติ เกิดเม่ือวนัท่ี 4 มีนาคม พ.ศ. 2529 ท่ีจงัหวดัสมุทรสงคราม 
ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลายจาก โรงเรียนศรัทธาสมุทร เม่ือปี พ .ศ. 2546 ส าเร็จ
การศึกษาระดบัปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิทยาศาสตร์ส่ิงแวดลอ้ม คณะวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ เม่ือปี พ.ศ. 2550 และเขา้รับการศึกษาในระดบัปริญญา
วิศวกรรมศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิศวกรรมส่ิงแวดล้อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยั เม่ือปี พ.ศ. 2551 
 เผยแพร่งานวิจัย ในการประชุมวิชาการทางวิทยาศาสตร์ วิศวกรรมและการจัดการ
ส่ิงแวดลอ้ม คร้ังท่ี 3 (Conference in Environment Science, Engineering and Management, 
CESEM) วนัท่ี 14-15 มีนาคม พ.ศ. 2554 ณ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั หวัขอ้เร่ือง
จลนพลศาสตร์ของตะกอนเร่งท่ีมีกลุ่มประชากรแอมโมเนียออกซิไดซ์ซิงแบคทีเรียแตกต่างกนั 
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