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บทคดัย่อ 

น ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้มกัมีสารอินทรีย์และสารอนินทรียไ์นโตรเจนปะปนมาใน
ปริมาณสูง โดยท่ีแอมโมเนีย–ไนโตรเจนมีความเป็นพิษสูงต่อกุง้ ฉะนั้น การก าจดัแอมโมเนียจึงมี
ความส าคญัมากต่อการปรับปรุงคุณภาพน ้ าในการเล้ียงกุ้ง ทั้ งน้ี แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus มี
ความสามารถในการก าจดัแอมโมเนียดว้ยกระบวนการ Nitrification–denitrification ในสภาวะมี
อากาศ การศึกษาในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อคดัแยกและจดัจ าแนกชนิดของ Bacillus ทนเค็ม และ
ศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนในน ้ าเล้ียงกุง้ทะเล พบว่า Bacillus สาย
พนัธ์ุ TS23, TW24, TW31, TW34, BR001 และ BR002 ท่ีคดัแยกจากตวัอยา่งตะกอนดิน และน ้ า
เสีย มีคุณสมบติัเป็น Heterotrophic nitrifying–aerobic denitrifying bacteria ท่ีมีประสิทธิภาพใน
การออกซิไดซ์แอมโมเนียไดม้ากกวา่ 90% สามารถท างานในกระบวนการออกซิไดซ์ไนไตรท ์และ
รีดิวซ์ไนเตรทได้ดีประมาณ 25–50% จากการศึกษายีน 16S rDNA และแผนภูมิวิวฒันาการของ 
แบคทีเรียทั้ง 6 สายพนัธ์ุ พบวา่ มีความใกลเ้คียงกบั Bacillus pumilus (TS23), B. cereus (TW31), B. 
subtilis (TW24 และ TW34) และ B. tequilensis (BR001 และ BR002) ความเค็มท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของ Bacillus spp. อยู่ท่ี 0.5–3% NaCl และ pH อยู่ในช่วง 7–7.5 สายพนัธ์ุ TW24, 
TW31, TW34, BR001 และ BR002 ปริมาณเซลล์ 1% มีประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรีย์
ไนโตรเจนในน ้ าเสียสังเคราะห์ในเวลา 7 วนัมากท่ีสุด ทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถลดแอมโมเนีย ไน
ไตรท์ และไนเตรทได้เท่ากบั 84.7–86.5%, 78.8–83.1% และ 66.2–73.3% ตามล าดบั สายพนัธ์ุ 
TS23, BR001 และ BR002 สามารถก าจดัสารอนินทรียใ์นน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่น
การฆ่าเช้ือไดม้ากท่ีสุด ตั้งแต่วนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 โดยลดแอมโมเนียไดเ้ฉล่ีย 63.5, 64.1 และ 63.4% 
ตามล าดบั ลดไนไตรทไ์ดเ้ฉล่ีย 66.0, 71.8 และ 63.4% ตามล าดบั และลดไนเตรทไดเ้ฉล่ีย 69.1, 62.5 
และ 45.6% ตามล าดบั นอกจากน้ี ทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถท าให้ปริมาณออร์โธฟอสเฟตมีแนวโนม้
ลดลงเฉล่ียอยูใ่นช่วง 45.5–69.1% และปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดลดลงเฉล่ีย 46.1–52.9%  
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ABSTRACT 

Effluent water from shrimp aquaculture usually contains high organic matters 
and inorganic nitrogen, especially ammonia–nitrogen which is highly toxic to shrimp. Removal of 
ammonia is therefore important for improving water quality in shrimp culture. Bacilli are group 
of bacteria that could remove ammonia in nitrification and aerobic denitrification process. The 
objectives of this study aimed to isolate and identify halo–tolerant Bacillus and to determine the 
efficiency of improvement inorganic nitrogen in marine shrimp cultured water. Bacillus strains 
TS23, TW24, TW31, TW34, BR001, and BR002 were isolated from sediment and water samples. 
They have the characteristic of heterotrophic nitrifying–aerobic denitrifying bacteria. All strains 
showed high ammonium oxidizing removal more than 90% and showed the capability of nitrite–
oxidizing and nitrate–reducing from 25 to 50%. Based on 16S rDNA gene sequencing data and 
phylogenetic analysis, 6 strains were identified as Bacillus pumilus (TS23), B. cereus (TS31), B. 
subtilis (TW24 and TW34) and B. tequilensis (BR001 and BR002). The optimal salinity and pH 
for growth of isolated Bacillus were in the range of 0.5–3% NaCl and 7–7.5, respectively. 
Applied density of 1% cell suspension of TW24, TW31, TW34, BR001, and BR002 has 
presented maximal removal of inorganic nitrogen in synthetic wastewater at 7 days. These 5 
strains have the capability to remove ammonia, nitrite, and nitrate in the range of 84.7–86.5%, 
78.8–83.1% and 66.2–73.3%, respectively. Strains TS23, BR001 and BR002 provided high 
removal inorganic nitrogen in sterile and non–sterile shrimp cultured water during day 4 to day 7. 
Ammonium removal ability of TS23, BR001 and BR002 were 63.5, 64.1, and 63.4% 
respectively; nitrite removal were 66.0%, 71.8% and 63.4%, respectively and nitrate removal 
were 69.1%, 62.5% and 45.6%, respectively. The proficiency of 3 isolates has decreased the 
amount of orthophosphate in the range of 45.5–69.1% as well as 46.1–52.9% of total suspended 
solids. 
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เปล่ียนเป็นสีแดง) แสดงผลเป็นบวก (มีการเปล่ียนเป็นสีแดง) 
 7   ชุดการทดลองทดสอบประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรีย ์     40 

ไนโตรเจนของ Bacillus (a) ชุดทดลองแบบไม่ให้อากาศ (b) ชุด 
ทดลองแบบใหอ้ากาศ ในน ้าเสียสังเคราะห์  

 8  การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในการบ าบดัน ้าทิ้งจาก     42 
การเพาะเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 

 9   จ  านวนไอโซเลท และผลการคดัแยกเช้ือ Bacillus ดว้ยวธีิ Serial      43 
dilution, Heat treatment และ Enrichment and heat treatment   

10   การออกซิไดซ์แอมโมเนียและไนไตรทข์องเช้ือ Bacillus โดยวธีิ      44 
Griess–Ilosvay method  

11   ความสามารถในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย ไนไตรท ์และรีดิวซ์     46 
ไนเตรทของเช้ือ Bacillus จ  านวน 24 ไอโซเลท  

12   แผนภูมิววิฒันาการของ Bacillus spp. ท่ีคดัแยกไดโ้ดยศึกษาจาก     49 
ยนี 16S rDNA (Bar=0.02)  

13   ความเคม็ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus      51 
14   pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus       52 
15   การเปล่ียนแปลงของปริมาณแอมโมเนียหลงัการใช ้Bacillus ใน     55 

ชุดทดลองน ้าเสียสังเคราะห์  
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16   การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนไตรทห์ลงัการใช ้Bacillus ใน     58 
ชุดทดลองน ้าเสียสังเคราะห์  

17   การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนเตรทหลงัการใช ้Bacillus ใน     61 
ชุดทดลองน ้าเสียสังเคราะห์  

18   ประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจดัแอมโมเนีย ไน      62 
ไตรท ์และไนเตรทในน ้าเสียสังเคราะห์ในระยะเวลา 7 วนั   

19   การเปล่ียนแปลงของปริมาณแอมโมเนียหลงัการใช ้Bacillus      65 
ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

20   ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในการลด      66 
แอมโมเนียในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

21   การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนไตรทห์ลงัการใช ้Bacillus       69 
ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

22   ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในการลด      70 
ไนไตรทใ์นชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)   

23   การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนเตรทหลงัการใช ้Bacillus       73 
ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

24   ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในการลด      74 
ไนเตรทในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)   
 



(12) 

 
 

 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 

ภาพที ่           หน้า 

25   การเปล่ียนแปลงของออร์โธฟอสเฟตหลงัการใช ้Bacillus       77 
ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

26  ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ต่อการเปล่ียน     78 
แปลงในออร์โธฟอสเฟตในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

27   การเปล่ียนแปลงของปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดหลงัการใช ้     81 
Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

28   การเปล่ียนแปลง pH หลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5%      83 
ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei)   

29   การเปล่ียนแปลงค่าออกซิเจนละลายน ้าหลงัการใช ้Bacillus       85 
ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว  
(Litopenaeus vannamei)  

30   การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิหลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5%      87 
ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei)   

31   การเปล่ียนแปลงค่า Conductivity หลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ      89 
1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei)  

32   การเปล่ียนแปลงค่าความเคม็หลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1%      91 
และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei)  
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บทที ่1  
 

บทน า 

1.1 บทน าต้นเร่ือง 

อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าชายฝ่ัง โดยเฉพาะการเล้ียงกุง้เป็นรูปแบบการ
เล้ียงแบบพฒันา เพื่อให้ได้ผลผลิตท่ีสูง จึงมีการเพิ่มปัจจัยต่าง ๆ ในการผลิต เช่น เพิ่มความ
หนาแน่นในการเพาะเล้ียง เพิ่มปริมาณอาหาร โดยใชอ้าหารส าเร็จรูปเป็นหลกั มีการให้อาหารเสริม 
และใชส้ารเคมีในช่วงการเล้ียง เป็นตน้ ซ่ึงการเพิ่มปัจจยัการผลิตดงักล่าว ท าให้เกิดของเสียจ าพวก
สารอนินทรียไ์นโตรเจนในบ่อมากข้ึน น ้ าทิ้งท่ีมีการปล่อยออกมาจึงมีมวลสารปะปนอยูใ่นปริมาณ
มาก การเล้ียงสัตวน์ ้ าในลกัษณะเช่นน้ีส่งผลกระทบต่อคุณภาพน ้ าบริเวณพื้นท่ีใกลเ้คียง (กษิดิศ, 
2551) ก่อใหเ้กิดความเส่ือมโทรมกบัระบบนิเวศธรรมชาติ แหล่งเกษตรกรรม และแหล่งประมง  

การเล้ียงกุ้งแบบพฒันามีทั้งระบบปิดท่ีไม่มีการเปล่ียนถ่ายน ้ าจากแหล่งน ้ าอ่ืน ๆ 
ภายนอก แต่มีการเพิ่มเคร่ืองตีน ้า ใหอ้ากาศตลอดเวลา เกษตรกรมีการสร้างบ่อพกัน ้ า บ่อตกตะกอน 
มีการเติมสารเคมีบางชนิด เพื่อปรับปรุงคุณภาพน ้ าจนสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ และก่ึงปิดท่ีมีการ
เปล่ียนถ่ายน ้ า โดยมีปัจจยัของคุณภาพน ้ าในการก าหนดการเปล่ียนถ่ายของน ้ า หากคุณภาพน ้ า
ภายในบ่อเส่ือมลงก็จะเติมน ้ าเขา้มา ซ่ึงมีเพียงเกษตรกรส่วนน้อยท่ีมีระบบบ าบดัน ้ าก่อนปล่อยสู่
แหล่งน ้ าธรรมชาติ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าท่ีไม่มีการจดัการน ้ าทิ้ง มกัจะส่งผล
กลบัมาสู่การเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าได ้เช่น ของเสียท่ีอยูใ่นรูปสารอนินทรียไ์นโตรเจนจะเป็นพิษต่อกุง้ 
โดยท่ีแอมโมเนีย และไนไตรทท่ี์มีความเขม้ขน้สูง ท าใหกุ้ง้ตายได ้ส่วนไนเตรทแมว้า่จะมีความเป็น
พิษกบักุง้นอ้ยเม่ือเทียบกบัแอมโมเนีย และไนไตรท ์แต่หากมีปริมาณสะสมอยูม่ากก็อาจส่งผลเสีย
ต่อกุง้ได ้(นิคม และคณะ, 2547) น ้ าทิ้งท่ีปล่อยออกมามกัมีสารอินทรีย ์สาร อนินทรียไ์นโตรเจน 
และฟอสฟอรัส ปะปนมาในปริมาณสูง (นิคม และคณะ, 2549) ซ่ึงสารเหล่าน้ียงัส่งผลให้การ
เจริญเติบโตของแพลงก์ตอนพืชเพิ่มข้ึน เป็นเหตุให้เกิดปรากฏการณ์ยูโทรฟิเคชนั (Eutrophication) 
และสารประกอบไนโตรเจนท่ีอยูใ่นแหล่งน ้า หากมีปริมาณท่ีไม่เหมาะสมจะก่อใหเ้กิดความเป็นพิษ
ต่อส่ิงมีชีวติในแหล่งน ้า 
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ดว้ยสาเหตุดงักล่าว การจดัการส่ิงแวดลอ้มในการเล้ียงให้เกิดสภาพสมดุล โดยมี
การจดัการท่ีผสมผสานการบ าบดัทางชีวภาพ หรือการใช้จุลินทรียใ์นการก าจดัส่ิงปนเป้ือนในน ้ า 
เพื่อลดการใชส้ารเคมีในระหวา่งการเพาะเล้ียงกุง้ และพฒันาระบบการเล้ียงในรูปแบบยัง่ยืน โดยใช้
แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus เพื่อน ามาก าจดัแอมโมเนียในน ้ าทิ้งจะเป็นแนวทางหน่ึงในการแกไ้ข
ปัญหาคุณภาพน ้ า  และการสะสมสารพิษในบ่อเ ล้ียงกุ้งได้ ซ่ึง  Bacillus เป็นแบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพในการก าจดัแอมโมเนีย โดยบางสายพนัธ์ุได้น าไปใช้ในการควบคุมส่ิงแวดล้อม
ทางการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า (สุวรรณา, 2549) ตวัอยา่งเช่น Bacillus subtilis, B. licheniformis และ B. 
coagulans (Song et al., 2011)  โดย  Bacillus เ ป็นแบคที เ รี ย ท่ี อยู่ ในก ลุ่ม เฮ เทอโรโทรฟิค 
(Heterotrophic) มีความสามารถในกระบวนการ Nitrification–denitrification ในสภาวะมีอากาศ 
(Aerobic) นัน่คือ สามารถก าจดัแอมโมเนียและเปล่ียนเป็นก๊าซไนโตรเจนไดใ้นขั้นตอนสุดทา้ย เป็น
กระบวนการท่ีซบัซ้อนนอ้ยกวา่แบคทีเรียกลุ่มออโตโทรฟ (Autotroph) (Kim et al., 2005; Zhang et 
al., 2012) นอกจากน้ีกลุ่มเฮเทอโรโทรฟิคแบคทีเรียยงัเจริญเติบโตได้ดี มีความสามารถในการ
แข่งขนัสูง ทนต่อสภาวะแอมโมเนียท่ีมีความเขม้ขน้สูง และบางชนิดทนเค็มไดดี้ ดงันั้น การคดัแยก
แบคทีเรียทนเค็มในกลุ่ม Bacillus เพื่อน ามาใช้ประโยชน์ในการบ าบดัน ้ าจากการเพาะเล้ียงกุง้ท่ีมี
แอมโมเนียจึงเป็นเร่ืองท่ีน่าสนใจ เพราะจะช่วยพัฒนาระบบการเพาะเล้ียงกุ้ง และส่งเสริม
อุตสาหกรรมการเล้ียงกุง้ใหมี้ประสิทธิภาพยิง่ข้ึนต่อไป 
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ภาพที ่1 กรอบแนวความคิดการวจิยั
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1.2 การตรวจเอกสาร 

1.2.1 น า้เสียจากการเพาะเลีย้งกุ้งทะเล  

พื้นท่ีการเล้ียงกุง้ทะเลจะนิยมเล้ียงมากในเขตชายฝ่ังทะเล กุง้ท่ีนิยมเล้ียงมากท่ีสุดคือ 
กุง้ขาวแวนนาไม และกุง้กุลาด า ผลผลิตจากการเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไมมีมากท่ีสุดถึง 97% ของปริมาณ
ผลผลิตทั้งหมด รองลงมาเป็นกุ้งกุลาด ามีปริมาณผลผลิตประมาณ 2.83% และกุ้งอ่ืน ๆ มีปริมาณ
ผลผลิตประมาณ 0.17% ตามล าดบั การเล้ียงกุง้ทะเลก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลง ความเส่ือมโทรมของ
คุณภาพน ้ า และระบบนิเวศชายฝ่ัง สาเหตุมาจากการระบายน ้ าทิ้งท่ีมีของเสียจ านวนมาก ซ่ึงเป็นของ
เสียท่ีเกิดจากกุง้ขบัถ่ายออกมาและเศษอาหารท่ีเหลือภายในบ่อ (ชลธิชา และคณะ, 2552; Musig et al., 
1995) โดยส่วนใหญ่จะระบายออกสู่ส่ิงแวดล้อมในช่วงจบัสัตวน์ ้ า เน่ืองจากเกษตรกรจะพยายาม
ควบคุมคุณภาพน ้ าในบ่อเล้ียงให้อยู่ในสภาพท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของกุง้ตลอดเวลา มีค่า
ของเสียเฉล่ียดงัตารางท่ี 1 และ 2 คุณภาพน ้ าท่ีระบายทิ้งในช่วงการจบักุง้มีคุณภาพน ้ าต ่าลงเร่ือย ๆ 
ตามปริมาณเปอร์เซ็นตก์ารถ่ายเทน ้า จากปริมาณ 25% ไปจนถึง 100% (กรมควบคุมมลพิษ, 2539)  

ตารางที ่1 ค่าเฉล่ียคุณภาพน ้าในช่วงสุดทา้ยของการเล้ียงกุง้ทะเล 

พารามิเตอร์ 
ค่าเฉลีย่คุณภาพน า้ (mg/L) 

กุ้งกุลาด า กุ้งขาวแวนนาไม 
บีโอดี 38.20 64.00 
สารแขวนลอย 132.60 116.00 
แอมโมเนีย-ไนโตรเจน 0.33 0.60 
ไนโตรเจนรวม 11.96 7.00 
ฟอสฟอรัสรวม 0.23 16.70 

ท่ีมา: ชลธิชา และคณะ (2552); Musig และคณะ (1995) 
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ตารางที ่2 ปริมาณมลพิษท่ีเกิดจากฟาร์มเล้ียงกุง้กุลาด าแบบพฒันา 

พารามิเตอร์ ระหว่างการเลีย้ง (ตัน/ปี ) ระหว่างการจับ (ตัน/ปี ) 
บีโอดี 4,675.5 9,544.7 
ไนโตรเจนรวม 1,273.9 7,643.4 
แอมโมเนีย-ไนโตรเจน 299.5 1,093.3 
ไนไตรท-์ไนโตรเจน 50.5 206.4 
ไนเตรท-ไนโตรเจน 30.8 350.0 
ฟอสฟอรัสรวม 50.8 417.8 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก กรมควบคุมมลพิษ (2545ก) 

1.2.2 น า้ทิง้จากการเพาะเลีย้งกุ้งทะเล 

คณิต และยงยุทธ (2537) กล่าววา่ น ้ าทิ้งจากบ่อเล้ียงกุง้ เป็นน ้ าท่ีไดจ้ากการใชใ้น
กิจกรรมต่าง ๆ ของการเล้ียงกุง้ มีส่วนประกอบ คือ ตะกอน และน ้าทิ้งจากการเปล่ียนถ่ายระหวา่งเล้ียง
กุง้ ท่ีมีคุณสมบติัของน ้าทางดา้นกายภาพ เคมี และชีวภาพท่ีเปล่ียนแปลงไปอยูใ่นรูปท่ีไม่เหมาะสมต่อ
การปล่อยลงสู่แหล่งน ้ าสาธารณะ มวลน ้ าอาจมีผลกระทบต่อสภาพแวดลอ้มตามธรรมชาติ เช่น การ
ขยายตวัของแร่ธาตุ และอาหารในน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ขาวแวนนาไม ในพื้นท่ีบริเวณท่ีมีแหล่งน ้ าจืด
ในรูปบีโอดี สารแขวนลอย แอมโมเนียไนโตรเจน ไนโตรเจนรวม และฟอสฟอรัส ต่อรอบการเล้ียง
ประมาณ 38.20, 132.60, 0.33, 11.96, 0.23 mg/L ตามล าดบั เป็นตน้ ซ่ึงน ้ าทิ้งแต่ละประเภทจะตอ้งมี
ค่ามาตรฐานควบคุมน ้ าทิ้ง ดงัตวัอย่างมาตรฐานควบคุมการระบายน ้ าทิ้งจากบ่อเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า
ชายฝ่ัง (กรมควบคุมมลพิษ, 2545ข) (ตารางท่ี 3)  
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ตารางที ่3 มาตรฐานควบคุมการระบายน ้าทิ้งจากบ่อเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง  

ดัชนีคุณภาพน า้ ค่ามาตรฐาน  
ความเป็นกรด–ด่าง (pH) 6.5–9.0 
บีโอดี (Biochemical Oxygen Demand; BOD) ไม่เกิน 20 mg/L 
สารแขวนลอย (Suspended Solids, SS) ไม่เกิน 70 mg/L 
แอมโมเนีย (NH3–N) ไม่เกิน 1.1 mg–N/L 
ฟอสฟอรัสรวม (Total Phosphorus) ไม่เกิน 0.4 mg–P/L 
ไนโตรเจนรวม (Total Nitrogen) ไม่เกิน 4.0 mg–N/L 

ท่ีมา: ดดัแปลงจากกรมควบคุมมลพิษ (2549ก)  

ซ่ึงการเกิดกระบวนการในวฏัจักรธาตุอาหารต่าง ๆ ท่ีมีความส าคัญอันเกิดจาก
กิจกรรมการย่อยสลายของจุลินทรียต่์อการเปล่ียนแปลงสารต่าง ๆ เป็นปัจจยัส าคญัท่ีช่วยให้มีการ
ปรับสภาพน ้าเสียจากกิจกรรมต่าง ๆ ดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ใหมี้คุณภาพท่ีดีข้ึน 

ลกัษณะน า้ทิง้ทีป่ล่อยจากบ่อเพาะเลีย้งกุ้งทะเล 
การถ่ายเทน ้ าจากบ่อเพาะเล้ียงกุง้ทะเลพบทัว่ไปบริเวณป่าชายเลน ปากแม่น ้ า และ

คลองต่าง ๆ ท่ีติดกบัชายฝ่ังทะเล การเพาะเล้ียงกุง้ทะเลในประเทศไทยสามารถพบไดท้ั้งบริเวณชายฝ่ัง
ทะเลอ่าวไทย และอนัดามนั (ตารางท่ี 4) ยกตวัอยา่งลกัษณะน ้ าทิ้งท่ีปล่อยออกมาจากบ่อเพาะเล้ียงกุง้
กุลาด า ดงัตารางท่ี 5  

ตารางที ่4 ปริมาณของเสียท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงกุง้ทะเลบริเวณชายฝ่ังของไทย 

พืน้ทีเ่พาะเลีย้ง 
กุ้งชายฝ่ัง 

ปริมาณน า้ทิง้ 
ลบ.ม/ไร่/วนั 

บีโอดี 
กก./ไร่/วนั 

ไนโตรเจน 
กก./ไร่/วนั 

ฟอสฟอรัส 
กก./ไร่/วนั 

ทะเลอ่าวไทย 28.15 0.234 0.19 0.007 
ทะเลอนัดามนั 20.8 0.139 0.057 0.004 

ท่ีมา: ดดัแปลงจากกรมควบคุมมลพิษ (2549ข)  
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ตารางที ่5 ลกัษณะของน ้าทิ้งท่ีปล่อยจากบ่อเล้ียงกุง้กุลาด า 

พารามิเตอร์ ช่วงค่า ค่าเฉลีย่ 
พีเอช (pH) 6.28–8.80 7.54 
อุณหภูมิ (°C) 31.06–31.57 31.19 
ความเคม็ (ppt) – 0.80 
บีโอดี (mg/L) 4.62–7.51 7.35 
แอมโมเนีย (mg/L) – 0.09 
ไนไตรท ์(mg/L) 1.98–2.43 2.16 
ไนเตรท (mg/L) – 0.01 
ฟอสเฟต (mg/L) 0.003–0.05 0.04 

ท่ีมา: สุบณัฑิต (2548) 

ปริมาณมลพิษท่ีเกิดข้ึนจากการเพาะเล้ียงกุง้ เกิดจากผลรวมของปริมาณมลพิษจาก
การเล้ียงกุ้งแต่ละชนิด เช่น กุ้งกุลาด า กุ ้งขาวแวนนาไม เป็นตน้ มีค่ารายละเอียดดงัตารางท่ี 6 โดย
ปริมาณอยูใ่นรูปบีโอดี สารแขวนลอย แอมโมเนียไนโตรเจน ไนโตรเจนรวม และฟอสฟอรัสรวม 

ตารางที ่6 ค่าคงท่ีของปริมาณมลพิษจากการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล 

พารามิเตอร์ 
ค่าคงทีข่องปริมาณมลพษิ 

(กก./ตันผลผลติ) 

กุ้งกุลาด า กุ้งขาวแวนนาไม 
บีโอดี (Biochemical Oxygen Demand; BOD) 68.33 41.00 
สารแขวนลอย (Suspended Solids, SS) 237.18 142.31 
แอมโมเนีย (NH3–N) 0.60 0.36 
ฟอสฟอรัสรวม (Total Phosphorus) 0.43 0.26 
ไนโตรเจนรวม (Total Nitrogen) 21.4 12.84 

ท่ีมา: ดดัแปลงจากกรมควบคุมมลพิษ (2554)  
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1.2.3 ผลกระทบของน า้ทิง้จากการเพาะเลีย้งสัตว์น า้ชายฝ่ัง (กุ้งทะเล) 

การเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าท่ีไม่มีการจดัการน ้ าทิ้ง และการใชน้ ้ าในการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า
ท าใหเ้กิดปัญหาของน ้าทิ้ง และน ้าเสียได ้ซ่ึงการเพาะเล้ียงกุง้ทะเลสามารถสร้างรายไดใ้หก้บัเกษตรกร
และประเทศไดปี้ละจ านวนมากไดมี้การพฒันาและขยายตวัอยา่งต่อเน่ือง (วลีรัตน์ และพุทธ, 2551) 
การเล้ียงกุง้ทะเลแบบพฒันามีความหนาแน่นสูง เพื่อใหส้ามารถเพิ่มผลผลิตต่อหน่วยพื้นท่ีเล้ียง ส่งผล
ใหเ้กิดปัญหาน ้า และพื้นท่ีบ่อเน่าเสีย สภาพแวดลอ้มเส่ือมลง โดยมีปัจจยัท่ีเป็นสาเหตุ คือ เศษอาหาร
ท่ีเหลือจากการกิน การให้อาหารท่ีมากเกินไป ซากของส่ิงมีชีวิตในน ้ า สารเคมีบางส่วนท่ีเหลืออยู่
บริเวณพื้นบ่อ รวมทั้งของเสียท่ีถูกขบัออกมาจากตวักุง้ โดยในสภาวะปกติการขบัถ่ายของกุง้ และการ
ตายของแพลงก์ตอนภายในบ่อจะมีปริมาณค่อนขา้งสูง (คณิต และดุสิต, 2535) ซ่ึงจะเกิดการสะสม
และเน่าสลายข้ึน ของเสียส่วนใหญ่เป็นสารประกอบพวกโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมนั ท าให้
ลกัษณะของน ้ าทิ้งท่ีปล่อยออกมามีไนโตรเจน และฟอสฟอรัสปะปนมาในปริมาณสูงมีค่าประมาณ
ของคาร์บอน 75–85% ไนโตรเจน 40–80% ฟอสฟอรัส 65–73% จากระบบการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า ซ่ึง
สารเหล่าน้ีไม่เพียงแต่ท าให้คุณภาพน ้ าเส่ือมไม่เหมาะต่อการเพาะเล้ียง ยงัส่งผลให้การเจริญเติบโต
ของแพลงก์ตอนพืชเพิ่มข้ึน มีผลต่อแหล่งรองรับน ้ าทิ้งจากการเพาะเล้ียง เช่น คลองปากระวะ อ าเภอ
ระโนด คลองตูหยง อ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา และแหล่งน ้ าเปิด เช่น ชายฝ่ังทะเล อ าเภอระโนด 
จังหวัดสงขลา อ าเภอปากพนัง จังหวัดนครศรีธรรมราช (นิคม และคณะ , 2547) ท าให้เกิด
ปรากฏการณ์ยโูทรฟิเคชนัข้ึนในแหล่งน ้ าธรรมชาติ เม่ือมีการเพาะเล้ียงเพิ่มมากข้ึนท าให้เกิดมลภาวะ
ส่ิงแวดลอ้ม และส่งผลกระทบต่อคุณภาพน ้าในพื้นท่ีใกลเ้คียงเพิ่มมากข้ึนหลายประการ  

1) ผลกระทบต่อแหล่งน า้ธรรมชาติ  
น ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ทะเลส่งผลต่อแหล่งน ้าจืด เน่ืองจากน ้ าทิ้งจากบ่อเล้ียงกุง้ และข้ี

เลนท่ีมีความเคม็ ส่งผลใหแ้หล่งน ้าจืด หรือแหล่งน ้าผวิดินไม่สามารถน ามาใชป้ระโยชน์ได ้โดยข้ีเลน
มกัถูกน าออกจากพื้นบ่อในระหวา่งการสูบน ้าทิ้ง หรือการฉีดเลนท าให้เกิดการสะสมของข้ีเลนเหล่าน้ี
ในแม่น ้ า ล าคลอง ปากแม่น ้ า และทะเลจนเกิดมลภาวะเป็นพิษ (Avnimelech and Ritvo, 2003) 
นอกจากความเค็มท่ีจะส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมแล้ว ยาปฏิชีวนะท่ีน ามาใช้ในบ่อเพาะเล้ียงก็
สามารถส่งผลกระทบต่อมนุษยแ์ละสัตวน์ ้าต่อไปได ้

2) ผลกระทบต่อพืน้ทีเ่กษตรกรรม  
น ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุ้งหากไม่มีการจัดการท่ีดีและมีการปล่อยน ้ าลงสู่ล าคลอง

สาธารณะท่ีมีการระบายต ่า จะส่งผลให้น ้ า และดินบริเวณใกลเ้คียงเปล่ียนสภาพเป็นความเค็ม ซ่ึงจะ
ส่งผลใหคุ้ณภาพของน ้า และดินไม่เหมาะแก่การท าเกษตรกรรม เป็นตน้  
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3) ผลกระทบต่อพืน้ทีป่่าชายเลน  
สุบณัฑิต และวีระพงศ์ (2552) กล่าวว่า ป่าชายเลนท่ีถูกแทนท่ีดว้ยบ่อเล้ียงกุง้ทะเล 

ส่งผลต่อดินท าให้มีสภาวะเป็นกรด แบคทีเรียในดินเสียสมดุล ประสิทธิภาพการหมุนเวียนแร่ธาตุ
ต ่าลง ดินตะกอนจากการเล้ียงยงัมีผลกระทบต่อโครงสร้าง และการเจริญเติบโตของไมป่้าชายเลน 
ของเสียท่ีถูกปล่อยออกมามีสารอาหาร แร่ธาตุมากเกินกวา่ท่ีป่าชายเลน และทะเลบริเวณชายฝ่ังจะรับ
ไว ้จนเป็นสาเหตุท าให้แพลงก์ตอนเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้ออกซิเจนในบริเวณนั้นไม่
เพียงพอจากกระบวนการหายใจในเวลากลางคืน ท าให้เกิดปรากฏการณ์ข้ีปลาวาฬ (Red tide) ซ่ึงเป็น
พิษต่อส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณใกลเ้คียง (Robertson and Phillips, 1995) 

4) ผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมและทรัพยากรธรรมชาติชายฝ่ังทะเล  
การปล่อยน ้าทิ้ง และตะกอนดินเลน ลงสู่บริเวณท่ีใกลก้บัแนวปะการัง ส่งผลกระทบ

ต่อปะการัง และหญา้ทะเล เน่ืองจากในบริเวณดงักล่าวมีอตัราการแลกเปล่ียนน ้ าอย่างจ ากดั จึงเป็น
สาเหตุส่งเสริมให้เกิดปรากฏการณ์ยูโทรฟิเคชนั โดยสาหร่ายจะเจริญเพิ่มมากข้ึนจนเกิดแนวเงา และ
การแยง่พื้นท่ีของส่ิงมีชีวิต (Herbeck et al., 2013) สารอาหาร และธาตุอาหารท่ีมากเกินกวา่บริเวณ
ชายฝ่ังจะรับไวไ้ด ้เป็นอีกสาเหตุท่ีท าให้แพลงก์ตอนเกิดการเพิ่มจ านวนข้ึนอยา่งรวดเร็ว และเกิดการ
ตายในปริมาณมาก ส่งผลท าให้ออกซิเจนในน ้ ามีปริมาณท่ีลดต ่าลง เกิดการยอ่ยสลายแบบไม่ใชก้๊าซ
ออกซิเจนในบริเวณพื้นทะเลท่ีสามารถเกิดก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด ์(สุบณัฑิต และวรีะพงศ,์ 2552) 

1.2.4 วฏัจักรไนโตรเจน 

วฏัจกัรไนโตรเจนส่วนใหญ่ข้ึนอยูก่บัจุลินทรีย ์อตัราการสร้างระบบนิเวศต่าง ๆ ถูก
จ ากดัดว้ยไนโตรเจนท่ีถูกตรึง กระบวนการตรึงก๊าซไนโตรเจนเป็นการเปล่ียนก๊าซไนโตรเจนไปเป็น
แอมโมเนีย หรือสารอินทรียไ์นโตรเจน โดยจุลินทรียเ์พียงไม่ก่ีกลุ่ม ซ่ึงพืช และสัตวไ์ม่สามารถใช้
ไนโตรเจนจากบรรยากาศไดโ้ดยตรง จุลินทรียส่์วนใหญ่ต่างก็ใชไ้นโตรเจนในรูปท่ีถูกตรึงเพื่อสร้าง
ส่วนต่าง ๆ ของเซลล์ ประมาณ 85% ของการตรึงก๊าซไนโตรเจนเกิดจากจุลินทรีย ์(ดวงพร, 2545) 
หลงัจากท่ีไนโตรเจนไดถู้กตรึงมาแลว้นั้นสามารถเปล่ียนรูปเป็นหลายรูปในวฏัจกัร เช่น ไนโตรเจน 
แอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรท เป็นตน้ ซ่ึงในแต่ละรูปนั้นจะมีความเป็นพิษท่ีแตกต่างกนั 
  



10 
 

 
   

 

3 

1) ความเป็นพษิของแอมโมเนีย  
แอมโมเนีย (NH3, NH4

+) เป็นสารอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีเกิดจากการขบัถ่ายของสัตว์
น ้ า และการยอ่ยของอาหารสัตวท่ี์เหลือจากการบริโภค ซ่ึงมีปริมาณท่ีเพิ่มมากข้ึนหรือน้อยลงข้ึนอยู่
กบัค่าพีเอช (pH) เม่ือค่า pH เพิ่มข้ึน ปริมาณของแอมโมเนีย (NH3) จะเพิ่มข้ึน เม่ือค่า pH ลดลง 
ปริมาณของแอมโมเนียมไอออนจะเพิ่มข้ึน ซ่ึงแอมโมเนียมีความเป็นพิษต่อสัตว์น ้ ามากกว่า
แอมโมเนียมไอออน (Spotte, 1979) NH4

+ ไม่สามารถระเหยไปในอากาศได ้หาก pH สูงข้ึนจะส่งผล
ต่อสัดส่วนของ NH3 เพิ่มข้ึน ความเป็นพิษต่อสัตวน์ ้ าก็เพิ่มสูงข้ึน และสามารถระเหยไปในอากาศได ้
(Boyd and Tucker, 1998) 

การสะสมแอมโมเนียในน ้ าเพียง 0.1 mg–N/L ท าให้สัตว์น ้ ามีอาการเครียด มีการ
ขบัถ่าย ตอ้งการออกซิเจนสูงข้ึน ส่งผลให้เส่ียงต่อการติดโรค (กษิดิศ, 2551) แอมโมเนียอิสระความ
เขม้ขน้ 0.1–0.4 mg–N/L จะส่งผลให้กุง้เจริญเติบโตชา้ ส่วนแอมโมเนียท่ีมากกวา่ 0.4 mg–N/L กุง้จะ
กินอาหารน้อยลง เครียด หรือตายได ้ระดบัความเขม้ขน้ของแอมโมเนียท่ีปลอดภยัส าหรับการเล้ียง
สัตวน์ ้าควรต ่ากวา่ 0.2–3 mg–N/L ส าหรับสัตวอ่ื์น ๆ เช่น ปลา แอมโมเนียท่ีมีความเขม้ขน้สูงจะส่งผล
ให้การฟักไข่ลดลง ลดอตัราการเจริญเติบโต เกิดการเปล่ียนแปลงบริเวณเน้ือเยื่อของเหงือก ตบั และ
ไต (สุบณัฑิต และวรีะพงศ์, 2552) เม่ือในน ้ ามีค่า pH สูงข้ึนจะเพิ่มระดบัความเป็นพิษของแอมโมเนีย
เพิ่มมากข้ึน ในขณะท่ีมีปริมาณของแอมโมเนียรวมในน ้ าเท่าเดิม (ชลอ และพรเลิศ, 2547) ตามปกติ
แอมโมเนียในน ้ าจะถูกเปล่ียนไปเป็นไนไตรท์ (NO2

⁻) และไนเตรท (NO3
⁻) โดยกระบวนการไนตริ

ฟิเคชนั (Nitrification) ดว้ยแบคทีเรียในแหล่งน ้า 
2) ความเป็นพษิของไนไตรท์ (Nitrite: NO2

⁻) 
ไนไตรท์เป็นสารตัวกลางท่ีพบได้ในระหว่างกระบวนการ Nitrification และ

กระบวนการ Denitrification การสะสมของไนไตรท์อาจเกิดจากปริมาณอากาศภายในบ่อไม่
เหมาะสม โดยการเพิ่มข้ึนของไนไตรท์จะเป็นตวับ่งบอกให้เห็นวา่ ภายในระบบมีการเติมอากาศไม่
เพียงพอ (Rittmann and McCarty, 2001) หากมีการสะสมในบ่อเล้ียงมากกวา่ 1 mg–N/L จะท าให้
ความสามารถในการรับออกซิเจนของสัตวน์ ้าต ่ากวา่ปกติ ซ่ึงจะมีผลเสียหายมาก หากสภาพภายในบ่อ
มีออกซิเจนต ่า และอุณหภูมิสูง (กษิดิศ, 2551) ไนไตรทก่์อให้เกิดการรบกวนทางสรีรวิทยา และภาวะ
ภูมิคุ้มกัน เน่ืองจากไนไตรท์จะรวมตวักบัฮีโมโกลบินในเลือดกลายเป็นเมทาโมโกลบิน ซ่ึงไม่มี
ความสามารถในการล าเลียงออกซิเจนไปสู่เซลล ์และกลา้มเน้ือ (Song et al., 2011) ส าหรับในกุง้ ไน
ไตรท์ในเลือดจะท าให้ระดับโปรตีน และค่าความเป็นกรด–ด่างของเลือดกุ้งเปล่ียนแปลงไป 
กระบวนการเผาผลาญอาหารภายในร่างกายมีประสิทธิภาพลดลงท าให้การเจริญเติบโตของกุง้ลดลง 
เกิดการสะสมของยเูรียในเลือดกุง้ และมีการดูดซึมน ้ามาก ท าใหส้มดุลเกลือแร่เปล่ียนแปลง (พุทธ   
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และคณะ, 2546) ส่งผลให้การหายใจของกุง้ผิดปกติ และไม่สามารถลอกคราบ เปลือกน่ิม มีการกิน
กนัเอง น ้ าท่ีมีไนไตรท์สูงกว่า 0.15 mg–N/L จะท าให้กุง้ป่วย อ่อนแอ ติดเช้ือโรคไดง่้าย และตายใน
ท่ีสุด (สุบณัฑิต และวีระพงศ์, 2552) ซ่ึงไนไตรท์ในบ่อเล้ียงกุง้ทะเลจะมีความเป็นพิษน้อยกว่าน ้ า
กร่อย เน่ืองจากปริมาณคลอไรดใ์นน ้าทะเลจะมีสูงกวา่น ้ ากร่อย ท าให้คลอไรด์ และไนไตรทมี์การซึม
เขา้สู่ร่างกายของสัตวน์ ้าในเวลาเดียวกนั ท าใหค้วามเป็นพิษของไนไตรทล์ดลง (Crab et al., 2007) 

3) ความเป็นพษิของไนเตรท (Nitrate: NO3
⁻) 

ไนเตรทเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidation) จากไนไตรทเ์ป็นไนเตรท ไนเตรท
จะไม่ก่อให้เกิดพิษเฉียบพลนั มีความเป็นพิษต่อสัตวน์ ้ านอ้ยกวา่แอมโมเนีย และไนไตรทม์าก ท าให้
สามารถสะสมอยู่ในบ่อเล้ียงได้นาน ส่งผลต่อสุขภาพของสัตวน์ ้ าโดยท าให้เกิดความอ่อนแอ กิน
อาหารนอ้ยลง และท าใหเ้กิดโอกาสติดเช้ือไดง่้าย ไนเตรทจะมีความเป็นพิษมากข้ึนถา้สัตวน์ ้ าอาศยัอยู่
ในน ้าท่ีมีระดบัของไนเตรทสูงเป็นเวลานาน ซ่ึงระดบัสูงสุดของไนเตรทท่ียอมให้มีในบ่อเล้ียงสัตวน์ ้ า
ได ้คือ 50 mg–N/L (กษิดิศ, 2551) หากสูงกวา่น้ีควรมีการบ าบดั หรือการเปล่ียนถ่ายน ้ าในบ่อ ซ่ึงการ
ปล่อยน ้ าทิ้งท่ีมีปริมาณไนเตรทสูงจะกระตุน้การเกิดปรากฏการณ์ยูโทรฟิเคชัน ท าให้พืชน ้ า และ
สาหร่ายเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วจนปริมาณออกซิเจนในน ้ ามีไม่เพียงพอ และท าให้เกิดความต้ืนเขิน
ไดใ้นระยะยาว (สุบณัฑิต และวรีะพงศ,์ 2552) 

1.2.5 กระบวนการทางชีวภาพในการก าจัดไนโตรเจน 

ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบของอินทรีย์สารหลายชนิดท่ีมีความส าคญัต่อการ
ด ารงชีวิต เช่น เป็นส่วนประกอบของโปรตีน และนิวคลีโอไทด์ ซ่ึงมีความส าคญัต่อระบบนิเวศของ
แหล่งน ้า ในบ่อเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าสารอนินทรียไ์นโตรเจนจะอยูใ่นรูปสารประกอบหลายประเภท ทั้งน้ี
การเพิ่มข้ึนของไนโตรเจนเกิดข้ึนกบัสัตวน์ ้าทุกระบบ โดยการเพิ่มข้ึนจะข้ึนอยูก่บัน ้ าหนกัของสัตวน์ ้ า 
และอาหารท่ีให้ (สุชาติ, 2560) โดยไนโตรเจนในบ่อเล้ียงกุง้ส่วนใหญ่มาจากอาหาร ซ่ึงกุง้สามารถท่ี
จะเก็บไนโตรเจนไวอ้ยูใ่นเน้ือกุง้ไดเ้พียง 21.8% (พุทธ และคณะ, 2546) การก าจดัหรือเปล่ียนรูปแบบ
ไนโตรเจนท่ีเป็นพิษจึงมีความส าคญัมากในระบบการเพาะเล้ียงแบบหนาแน่น 

วธีิการบ าบดัทางชีวภาพ อาศยักระบวนการท างานของจุลินทรียห์ลากหลายชนิด การ
ลดปริมาณแอมโมเนียในบ่อเล้ียงสัตวน์ ้ าจะมีความเก่ียวขอ้งกับจุลินทรียท่ี์อาศยัอยู่ในน ้ า และดิน
ตะกอนกน้บ่อ มีกระบวนการบ าบดัท่ีน าไนโตรเจนเขา้สู่เซลล์ (Assimilation) และการบ าบดัโดยการ
ยอ่ยสลาย หรือเปล่ียนรูป (Dissimilation) จากสารอินทรียไ์นโตรเจนให้ไปอยูใ่นรูปของสารอนินทรีย์
ไนโตรเจน ซ่ึงผลสุดทา้ยท่ีไดคื้อ ก๊าซไนโตรเจนท่ีไม่เป็นพิษต่อส่ิงแวดล้อม (มะลิวลัย ์และสรวิศ, 
2555)   
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ในวฏัจกัรไนโตรเจนจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีบทบาทในการเปล่ียนแปลงสารประกอบ
ไนโตรเจนท่ีเกิดข้ึนแตกต่างกนัออกไป (ภาพท่ี 2) กระบวนการท่ีส าคญั ไดแ้ก่  

1) การตรึงก๊าซไนโตรเจนในแหล่งน า้ 
เป็นการตรึงก๊าซไนโตรเจนจากบรรยากาศลงสู่แหล่งน ้ า โดยจุลินทรียใ์ห้อยู่ในรูป

ของสารประกอบอินทรียไ์นโตรเจน โดยกลุ่มจุลินทรียท่ี์ตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ (Non–symbiotic 
nitrogen fixation) (ตารางท่ี 7) และกลุ่มจุลินทรียท่ี์ตรึงไนโตรเจนแบบพึ่งพา (Symbiotic nitrogen 
fixation) (พรรณศรี และคณะ, 2548) 

 

ภาพที ่2 วฏัจักรไนโตรเจนในแหล่งน า้ 
ทีม่า: ดวงพร (2545) 
ตารางที ่7 ชนิดของแบคทีเรียกลุ่มท่ีตรึงก๊าซไนโตรเจนแบบอิสระท่ีส าคญั  

กลุ่มของแบคทเีรีย แบคทเีรียทีต่รึงก๊าซไนโตรเจนแบบอสิระ 

กลุ่มใชอ้อกซิเจน (Aerobe) Azotobacter sp., Beijerinckia sp., Pseudomonas sp. 
กลุ่มท่ีใชอ้อกซิเจนหรือไม่ใช้
ออกซิเจน (Facultative anaerobe) 

Bacillus sp., Klebsiella sp., Rhodospirillum sp. 

กลุ่มท่ีตอ้งการออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ย 
(Microaerophile) 

Azospirillum sp., Xanthobacter sp. 

กลุ่มท่ีไม่ใชอ้อกซิเจน  
(Strict anaerobe) 

Chlorobium sp., Chromatium sp., Clostridium sp., 
Desulfovibrio sp., Thiobacillus sp. 

ท่ีมา: สุบณัฑิต และวรีะพงศ ์(2552) 
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2) แอมโมนิฟิเคชัน (Ammonification)  
เป็นการเปล่ียนสภาพสารอินทรียไ์นโตรเจนให้เป็นสารอนินทรียไ์นโตรเจนในรูป

แอมโมเนีย เพื่อเป็นแหล่งไนโตรเจนภายในระบบนิเวศท่ีเป็นน ้ า และดิน (ดวงพร, 2545) จุลินทรียใ์น
กลุ่มน้ีเรียกว่า Ammonifiers ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp., Clostridium sp. และ 
Proteus sp. (พรรณศรี และคณะ, 2548) 

3) ไนตริฟิเคชัน (Nitrification) 
การเปล่ียนแอมโมเนีย หรือแอมโมเนียมไอออนเป็นไนเตรท ประกอบด้วย 2 

กระบวนการ คือ กระบวนการท่ี 1 การเปล่ียนแปลงแอมโมเนียมไออน หรือก๊าซแอมโมเนีย (NH3, 
NH4

+) ให้เป็นไนไตรท์ (NO2
–) เรียกว่า แอมโมเนียมออกซิเดชนั (Ammonium oxidation) ยกตวัอย่าง

แบค ที เ รี ย ท่ี เ ก่ี ย วข้อ ง กับ ก ระบวนก า ร น้ี  เ ช่ น  Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus, 
Nitrosolobus และ Nitrosogloea สุบณัฑิต และวีระพงศ์ (2552) กล่าวว่า แบคทีเรียกลุ่มน้ีจะไวต่อ
ส่ิงแวดลอ้ม โดย pH ท่ีเหมาะสมอยู่ในช่วง 6.6–8 หากต ่ากวา่ 6 ปฏิกิริยาจะเกิดช้าลง และหากต ่ากว่า 
4.5 ปฏิกิริยาจะถูกยบัย ั้งทนัที กระบวนการท่ี 2 การเปล่ียนแปลงไนไตรท์ (NO2

–) ให้เป็นไนเตรท 
(NO3

–) เ รียกว่า  ไนไตรท์ออกซิเดชัน (Nitrite oxidation) ยกตัวอย่างแบคทีเรียท่ี เ ก่ียวข้องกับ
กระบวนการน้ีเช่น Nitrobacter winogradskyi, N. agilis, Nitrospira gracilis และ Nitrococcus mobilis 
(Zhang et al., 2012; Chankaew et al., 2018) ซ่ึงแบคทีเรียทั้ง 2 กลุ่มเป็นแบคทีเรียท่ีใชส้ารอนินทรีย์
เป็นแหล่งพลงังาน และ CO2 เป็นแหล่งคาร์บอน เรียกโดยรวมว่า Nitrifying bacteria นอกจากน้ี ยงัมี
กลุ่มแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในกระบวนการ Nitrification ซ่ึงเป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีใชส้ารอินทรีย์
เป็นแหล่งของคาร์บอน และพลังงาน (Heterotroph) ได้ เช่น Bacillus, Pseudomonas, Halomonas, 
Shewanella และ Alcaligenes (พรรณศรี และคณะ, 2548; สุบณัฑิต และวีระพงศ์, 2552) ธงชยั (2544) 
กล่าววา่ ปริมาณออกซิเจนละลายน ้ า (Dissolved oxygen) ค่าพีเอช (pH) อุณหภูมิ (Temperature) และ
ค่าความเค็ม (Salinity) เป็นส่วนท่ีมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยา Nitrification ทั้ งน้ี กระบวนการ 
Nitrification มีความส าคญัมากในแหล่งน ้า โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในฟาร์มสัตวน์ ้ า เพราะแอมโมเนีย และ
ไนไตรทท่ี์เกิดจากส่ิงขบัถ่าย และเศษอาหารส่วนเหลือ มีความเป็นพิษต่อสัตวน์ ้ าค่อนขา้งสูง ส่วนไน
เตรทมีความเป็นพิษต ่าสุด ดงันั้น ถา้แอมโมเนียสามารถเปล่ียนไปเป็นไนเตรทได้ดี สัตวน์ ้ าก็จะมี
สุขภาพดีไปดว้ย (ยทุธพงษ,์ 2558) 
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4) ดีไนตริฟิเคชัน (Denitrification) 
ในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน แต่มีไนเตรท แบคทีเรียกลุ่มดีไนตริไฟเออร์ (Denitrifier) 

สามารถใชไ้นเตรทในการหายใจแทนออกซิเจนได ้โดยปฏิกิริยา Denitrification ซ่ึงจะเปล่ียนไนเตรท
ให้เป็นสารตวักลางหลายชนิด เช่น ไนไตรท์ (NO2

–) ไนตริกออกไซด์ (NO) ไนตรัสออกไซด์ (N2O) 
และก๊าซไนโตรเจน (N2) แบคทีเรียบางชนิด เช่น E. coli มีความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรทให้เป็น
ไนไตรท ์แต่แบคทีเรียอ่ืน ๆ สามารถท าขั้นตอนต่อไปอีก 2 ขั้นของการหายใจแบบไร้อากาศ คือ การ
รีดิวซ์ไนไตรทใ์ห้เป็นก๊าซไนตรัสออกไซด์ และรีดิวซ์ต่อเป็นก๊าซไนโตรเจน ซ่ึงแบคทีเรียท่ีพบบ่อย 
และมีบทบาทส าคญัไดแ้ก่ Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Flavobacterium sp., Moraxella sp., 
Thiobacillus sp. และ Bacillus sp. เป็นตน้ การท่ีไนโตรเจนคืนสู่บรรยากาศโดยกระบวนการ 
Denitrification นบัวา่เป็นการครบวงจรของวฏัจกัรไนโตรเจน (ดวงพร, 2545; พรรณศรี และคณะ, 
2548; สุบณัฑิต และวรีะพงศ,์ 2552) 

5) ไนไตรท์แอมโมนิฟิเคชัน (Nitrite ammonification) 
เป็นปฏิกิริยาการรีดิวซ์ไนไตรท์ให้เป็นแอมโมเนียมไออนภายใต้สภาวะท่ีไม่มี

ออก ซิ เจน  ยกตัวอย่ า งแบค ที เ รี ย ก ลุ่ ม น้ี  เ ช่ น  Clostridium sp., Aeromonas sp., Bacillus sp., 
Enterobacter sp., Flavobacterium sp., Staphylococcus sp. และVibrio sp. เป็นตน้ ซ่ึงมีเอนไซมท่ี์ท า
หน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยาคือ Cytochrome c nitrite reductase (ccNiR) (ดวงพร, 2545; สุบณัฑิต และ    
วรีะพงศ,์ 2552)  

ส าหรับกระบวนการ Heterotrophic nitrification และ Aerobic denitrification ท่ีเกิด
จากแบคทีเรีย ยกตวัอยา่งเช่น Thiosphaera pantotropha, Paracoccus denitrificans, Pseudomonas sp. 
และ Bacillus sp. (Su et al., 2001; Ahn, 2006) อรวรรณ์ และคณะ (2556) กล่าววา่ B. coagulans 
สามารถยอ่ยสลาย NO2

–, NO3
–, NO และ N2O ไดเ้ป็น N2 และ O2 เป็นตน้ แบคทีเรียกลุ่มน้ีจะมีการ

ผลิตเอนไซม ์ซ่ึงมีกระบวนการท างาน 4 กระบวนการหลกั (Heylen and Keltjens, 2012) ซ่ึงมีเอนไซม ์
Ammonia monooxygenase (AMO) และ Hydroxylamine oxidase (HAO) ท่ีเร่งปฏิกิริยาการ
เปล่ียนแปลงจาก NH3 เป็น NO2

– ขณะท่ีเอนไซม ์ Periplasmic nitrate reductases (Nap) เร่งปฏิกิริยา
เปล่ียนแปลง NO2

– ไปเป็น NO3
– ท่ีสามารถเปล่ียนรูปกลบัไปเป็น NO2

– ได ้ จากนั้นเอนไซม์ Nitrite 
reductases (NiR) จะเร่งปฏิกริยาการเปล่ียนแปลงจาก NO2

– เป็น NO และการเปล่ียนไนตริกออกไซด์ 
(NO) ให้เป็นไนตรัสออกไซด์ (N2O) เกิดจากเอนไซม ์Nitric oxide reductase (N2OR) ท่ีเร่งปฏิกิริยา 
ขั้ นตอนสุดท้าย  N2O จะถูก เป ล่ียนไปเ ป็น  N2 โดย เอนไซม์  Nitrous oxide reductase (NOS) 
(Rasmussen et al., 2002) (ภาพท่ี 3)   
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ภาพที ่3 เอนไซมท่ี์มีส่วนในกระบวนการ Heterotrophic nitrification และ Aerobic denitrification 
ท่ีมา: Wen และ Wei (2011) 

1.2.6 แบคทเีรียทีพ่บในแหล่งน า้ทะเล 

สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ ๆ คือ กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ีไม่ใชอ้อกซิเจน กลุ่มท่ี 2 
กลุ่มท่ีใชอ้อกซิเจน กลุ่มท่ี 3 กลุ่มท่ีใช ้และไม่ใชอ้อกซิเจน โดยท่ีแบคทีเรียในกลุ่มท่ี 3 เป็นแกรมบวก 
รูปร่างท่อน ไดแ้ก่ Bacillus (Avnimelech and Ritvo, 2003) ซ่ึงการพบเช้ือแบคทีเรียต่าง ๆ นั้นมาจาก
ทั้งท่ีเป็นแบคทีเรียท่ีเจริญอยู่ในสภาวะแวดล้อมธรรมชาติ และอาจเจริญในน ้ าท่ีมีการปนเป้ือน
มลภาวะ หรือน ้ าทิ้งจากแหล่งชุมชน โรงงาน หรือแม้กระทัง่สถานท่ีท่ีเป็นแหล่งน ้ าเสีย เป็นต้น 
แบคทีเรียมีชนิด และปริมาณท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ เช่น ความเค็ม ความลึก pH 
สารอาหารในน ้าทะเล เป็นตน้ ส าหรับแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ท่ีพบในทะเล เช่น B. idosus และ B. 
catenula เป็นตน้ (บญัญติั, 2534)  

1.2.7 บาซิลลสั (Bacillus) 

แบคทีเรีย Bacillus เป็นแบคทีเรียในกลุ่มท่ีสร้างเอนโดสปอร์ (Endospore) แกรม
บวก รูปร่างแบบแท่งหรือกลม Bacillus มีคุณสมบติัแตกต่างกนัมาก เช่น ในการหมกัน ้ าตาลกลูโคส 
B. coagulans จะสร้างกรดแลกติคเพียงอย่างเดียว ขณะท่ี B. subtilis, B. licheniformis และ B. cereus 
สร้าง 2, 3 butanediol และ Glycerol เป็นส่วนใหญ่ และมีบางชนิดท่ีด ารงชีวิตแบบ Facultative 
chemolithotroph ใชไ้ฮโดรเจนเป็นแหล่งของพลงังานได ้มีความตอ้งการอาหารแตกต่างกนั อุณหภูมิ
สูงสุดท่ีเจริญไดอ้ยูร่ะหวา่ง 25–75 °C ทนเกลือไดอ้ยูใ่นช่วง 2–25% (ดวงพร, 2537) 

1) ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและสรีรวทิยาของ Bacillus  
เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่งตรง หรือเกือบตรง ขนาดประมาณ 0.5x1.2 µm ไปจนถึง

ขนาดใหญ่ประมาณ 2.5x10 µm บางสปีชีส์อยูเ่ป็นเซลล์เด่ียว ๆ หรือเซลล์จะต่อกนัเป็นสายโซ่ ส่วน
ใหญ่มีการเคล่ือนท่ี โดยใช้ Lateral flagella มีการสร้างเอนโดสปอร์ภายในเซลล์โดยมี 1 อนัต่อ 1 
เซลล ์  
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เซลล์ โดยสปอร์อยูใ่น Sporangium (ภาพท่ี 4) ซ่ึงบริเวณท่ีพบสปอร์มีทั้งบริเวณกลางเซลล์ (Central) 
ค่อนขา้งกลาง (Paracentral) เกือบปลาย (Subterminal) หรือปลายเซลล์ (Terminal) ยอ้มติดสีแกรม
บวกในช่วงระยะแรกของการเจริญ และเม่ือเซลล์แก่จะเปล่ียนเป็นติดสีแกรมลบ เรียก Gram variable 
ด ารงชีวิตแบบ Chemoorganotroph เมทาบอลิซึมเป็นแบบ Respiration หรือ Fermentation หรือทั้ ง
สองอยา่งจะข้ึนอยู่กบัชนิด ใชอ้าหารไดต่้าง ๆ กนั ส่วนใหญ่สร้าง Catalase เป็นพวก Strict aerobe 
หรือ Facultative 

 

ภาพที ่4 ลกัษณะสปอร์ของ Bacillus megaterium  
ท่ีมา: Kenneth (2012) 

เซลล์ของแบคทีเรียสกุล Bacillus ประกอบดว้ย Cytoplasmic membrane และ Cell 
wall ไม่ มีชั้ น  Outer membranes ซ่ึงต่างจากแบคทีเรียแกรมลบ ส่วน Cell wall ประกอบด้วย 
Peptidoglycan หลายชั้น ส่วน Anionic polymers ท าให้ผนงัเซลล์มีความเหนียว บริเวณผิวหน้าของ 
Cell wall เป็นชั้นของ Paracrystalline cell wall surface layers (S layer) ประกอบด้วยโปรตีน หรือ 
Glycoprotein หลายชนิดสร้าง Carbohydrate capsules การสร้างสปอร์เป็นกลไกเพื่อการอยู่รอด ซ่ึง
ข้ึนอยูก่บัพนัธุกรรม และสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม ส่ิงแวดลอ้มมีทั้งภายนอก และภายในท่ีจ าเป็นใน
การสร้างสปอร์ เช่น สภาพทางกายภาพ ไดแ้ก่ ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของเซลล์
ปกติ ช่วงของความเป็นกรด–ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมกบัการเจริญของเซลลป์กติ และออกซิเจนท่ีเพิ่มข้ึน 
(Manzo et al., 2013) Bacillus มีลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีรวิทยากวา้ง ลกัษณะโคโลนีมีความ
แปรปรวนมากข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้ม คุณภาพ และปริมาณอาหาร และอายุโคโลนี อยา่งไรก็ตามใน
สภาพแวดลอ้มเดียวกนัลกัษณะโคโลนีสามารถใชจ้  าแนกชนิดไดเ้บ้ืองตน้ (Rosovitz et al., 1998)  
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2) คุณสมบัติทางชีวเคมีของ Bacillus  
คุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีส าคัญอย่างหน่ึงของ Bacillus คือ สามารถสร้างเอนไซม ์

Catalase ซ่ึงส่วนใหญ่ให้ผลเป็นบวก จึงท าให้สามารถแยกความแตกต่างจากแบคทีเรียสกุล 
Clostridium และ Sporolactobacillus ได ้กฤษณา และคณะ (2557) กล่าววา่ Bacillus เป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถจดัอยู่ในกลุ่ม Ammonifiers เน่ืองจากสามารถผลิต Extracellular enzyme พวก Proteolytic 
enzyme เพื่อย่อยโปรตีนให้มีอณูเล็กลง โดยเอนไซม์ชนิดน้ี ถ้าย่อยโปรตีนในสภาวะท่ีมีอากาศ
เพียงพอ (Aerobic proteolysis) จะไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ แอมโมเนีย ซลัเฟต และน ้ า 
(Harmsen and Schreven, 1995) และหากการย่อยสลายโปรตีนเกิดข้ึนในสภาวะท่ีออกซิเจนไม่
เพียงพอ หรือไม่มีออกซิเจน จะเกิดผลิตภัณฑ์ เอมีน คาร์บอนไดออกไซด์ กรดอินทรีย์ และ
ไฮโดรเจนซลัไฟดเ์พิ่มข้ึน ซ่ึงเป็นสารก่อใหเ้กิดกล่ินเหมน็ 

Bacillus subtilis สามารถผลิต Polypeptide antibiotics ไดแ้ก่ Bacitracin (Kenneth, 
2006) ท่ีเป็นประโยชน์ต่อกุง้ สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Suharti และ Vries (2004) พบวา่ Bacillus 
สามารถผลิตเอนไซมท่ี์คลา้ยกบัเอนไซม ์Protease, Amylase และ Lipase ท่ีสามารถช่วยยอ่ยสลายของ
เสียท่ีเป็นสารอินทรีย ์แต่ไม่สามารถมีชีวติอยูไ่ดน้าน หากไม่ไดรั้บปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสม  ดว้ย
สาเหตุดงักล่าวน้ีสามารถส่งผลยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียบางชนิด และการเปล่ียนไนเตรทไปเป็น
ไนโตรเจน โดยกระบวนการ Nitrification จากรายงานของ Zhang และคณะ (2012) พบว่า B. 
methylotrophicus สามารถผลิตเอนไซม ์Ammonia monooxygenase (AMO) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เช้ือใช้
เป็นสารตั้งตน้ในการท าปฏิกิริยาการก าจดัแอมโมเนียไดเ้ม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน สอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Suharti และ Vries (2005) พบวา่ B. azotoformans LMG9581T และ B. bataviensis LMG21833T 
สามารถผลิตเอนไซม ์Nitric oxide reductase (NOR) ได ้ 

ซ่ึงความต้องการอาหาร และสภาพแวดล้อมของ Bacillus ในการเจริญเติบโต
สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 ต้องการอาหารธรรมดาทัว่ไปท่ีมีส่วนประกอบไม่
ซบัซอ้น กลุ่มท่ี 2 ตอ้งการอาหารท่ีมีส่วนประกอบซบัซอ้น กลุ่มท่ี 3 ตอ้งการอาหารเฉพาะส าหรับการ
เจริญเติบโต Bacillus สามารถจดัจ าแนกในระดบัจีนสัได ้โดยอาศยัการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี 
(Navin et al., 2014) ดงัตารางท่ี 8 
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ตารางที ่8 การทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรีย Bacillus  

Biochemical test Result 
Morphology Rod 
Gram staining + 
Motility + 
Spore formation + 
Citrate utilization + 
Catalase + 
Gelatin hydrolysis + 
Starch hydrolysis + 
Iodole - 
Oxidase - 
Voges – proskaure + 
Nitrate reduction + 
Glucose + 
Fructose + 
Ribose + 
Maltose + 
Sorbitol - 
Mannitol - 

Sucrose + 
Lactose - 
Xylose - 
Trehalose + 

ท่ีมา: Navin และคณะ (2014) 
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1.2.8. Bacillus กบัการปรับปรุงคุณภาพน า้  

การใช้แบคทีเรียในการปรับปรุงคุณภาพน ้ าสามารถใชแ้บคทีเรียไดห้ลายกลุ่ม และ
หน่ึงในนั้นคือแบคทีเรีย Bacillus เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสารอินทรียใ์นการบ าบดัพื้นบ่อ 
และควบคุมคุณภาพน ้ าให้เหมาะสมต่อการเล้ียงสัตวน์ ้ า ซ่ึงบางสายพนัธ์ุถูกน ามาใชใ้นการเล้ียงสัตว์
น ้า โดยใชเ้ป็นตวัควบคุมส่ิงแวดลอ้ม (Biological control หรือ Biocontrol) (สุวรรณา, 2549) 

การศึกษาผลของการใช้ Bacillus ในการเล้ียงกุ้งกุลาด าในบ่อดินของ เจริญ และ
ชนินทร์ (2552) พบว่า คุณภาพน ้ าระหว่างการทดลอง ได้แก่ ปริมาณออกซิเจนละลายน ้ า ความ
โปร่งใส ความเป็นกรด–ด่าง ความเป็นด่าง และปริมาณไนโตรเจนรวม อยูใ่นเกณฑ์มาตรฐานส าหรับ
การเล้ียงสัตวน์ ้ า หลงัการใช ้Bacillus บ  าบดัน ้ าในบ่อเล้ียงกุง้ ปริมาณแอมโมเนียรวม และปริมาณไน
ไตรทต์ ่ากวา่บ่อท่ีไม่ใช ้Bacillus นอกจากน้ี B. subtilis, B. megaterium, B. firmus, B. lentus และ B. 
marinus มีผลต่อการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นบ่อเล้ียงกุง้กุลาด าแบบพฒันา พบวา่ แบคทีเรียเหล่าน้ี
สามารถยอ่ยสลายข้ีกุง้ เศษอาหาร และสารอินทรียใ์นบ่อ รวมถึงท าให้กุง้มีอตัราการรอดเพิ่มมากข้ึน 
(สุบณัฑิต และวีระพงศ์, 2552) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ สรรเสริญ และทวี (2539) ท่ีศึกษาการ
เจริญเติบโต และผลผลิตของการเล้ียงกุง้กุลาด าในบ่อดิน โดยใช้ B. subtilis พบวา่ Bacillus ท าให้
ปริมาณแอมโมเนียรวมลดลงไดถึ้ง 32.18% และไนไตรท์ลดลง 9.31% โดยน ้ าหนกั ส่งผลให้ระดบั
ความเป็นพิษจากแอมโมเนีย และไนไตรทใ์นบ่อเพาะเล้ียงกุง้อยูใ่นระดบัต ่า 

กฤษณา และคณะ (2557) ศึกษาผลของระดบักากน ้ าตาล จุลินทรีย์ Bacillus และ 
Vibrio ต่อคุณภาพน ้ า และอตัรารอดของลูกกุง้ขาวแวนาไมระยะวยัอ่อน (Litopenaeus vannamei) 
พบว่า การทดลองเล้ียงกุง้ขาวกบัจุลินทรียท่ี์มีการใช้ระดบักากน ้ าตาลในความเขม้ขน้ 0.05% โดย
น ้ าหนัก พบว่า จุลินทรีย์มีความสัมพนัธ์กับความเข้มข้นของระดับน ้ าตาล ทั้ งน้ี Bacillus มีการ
เจริญเติบโตท่ีมากข้ึนตามปริมาณท่ีมากข้ึนของกากน ้ าตาล และท าให้กลุ่ม Vibio sp. มีแนวโน้มใน
ทิศทางท่ีลดน้อยลง โดยใชเ้ช้ือท่ีระดบัความหนาแน่น 103 CFU/mL ส่วน Karunasagar และ Iddya 
(2006) รายงานวา่ Bacillus ในหลายสปีชีส์มีความสามารถในการยบัย ั้ง Vibrio spp. โดยสามารถสร้าง
สาร Subtilin และ Bacitracin ซ่ึงเป็นปฏิชีวนะแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) ท่ีมีคุณสมบติัในการ
ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก  

นอกจากน้ี Zokaeifar และคณะ (2014) ศึกษาการใช้แบคทีเรีย B. subtilis ในการปรับปรุง
คุณภาพน ้ าในการเล้ียงกุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) พบว่า B. subtilis สายพนัธ์ุ L10 และ G1 มี
ความสามารถในการรักษาความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรท ให้อยูใ่นช่วงท่ียอมรับ
ได ้  
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ไดส้ าหรับการเล้ียงกุง้ภายในในเวลา 8 สัปดาห์ ซ่ึงใชแ้บคทีเรียท่ีมีความเขม้ขน้ 108 CFU/mL มีผลให้
ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ในระหว่างการทดลอง ช่วง
สัปดาห์ท่ี 5 ความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมีค่าเฉล่ีย 0.22 ถึง 0.78 mg–N/L ในขณะท่ีสัปดาห์ท่ี 6, 7 และ 
8 ค่าความเขม้ขน้ของไนไตรทล์ดลงเฉล่ียเหลือ 0.007 ถึง 0.0007mg–/L รวมถึงความเขม้ขน้ของไน   
เตรทเหลือเฉล่ีย 3.72 ถึง 4.00 mg–/L  

1.2.9 Bacillus ทีเ่กี่ยวข้องกบักระบวนการ Nitrification–denitrification 

แบคทีเรีย Bacillus มีคุณสมบติัในการย่อยสลายสารอินทรีย ์สามารถท าให้เกิดการ
ย่อยกากอาหารได้ โดยเฉพาะในการเล้ียงสัตว์น ้ า  และมีการด ารงชีวิตแบบเฮเทอโรโทรป 
(Heterotroph) (สุวรรณา, 2549) สามารถก่อให้เกิดกระบวนการ Nitrification โดยไดรั้บพลงังานจาก
การเพิ่มออกซิเจนให้กับอินทรียสาร ซ่ึงผลท่ีได้จากกระบวนการ คือ ไนไตรท์ และสารอินทรีย์
ไนโตรเจนบางชนิด (Meikle, 1953) แล้วแปรสภาพจากไนไตรท์ หรือไนเตรทเป็นก๊าซใน
กระบวนการ Denitrification ยกตวัอยา่งเช่น Bacillus pycocyanaeus และ B. subtilis เป็นตน้  

จากการศึกษาของ Zhang และคณะ (2012)  พบว่า  B.  methylotrophicus เ ป็น
แบคทีเรียในกลุ่ม Heterotrophic มีความสามารถในกระบวนการ Nitrification–denitrification ภายใต้
สภาวะท่ีมีอากาศ (Aerobic) ทั้งน้ี ประสิทธิภาพการลดแอมโมเนียของ Heterotrophic Bacillus sp. มี
กระบวนการท่ีซับซ้อนน้อยกว่าแบคทีเรีย Autotroph (นฤมล และคณะ, 2556; Kim et al., 2005) ซ่ึง
กระบวนการเกิด Nitrification และ Denitrification อาจเกิดข้ึนไดพ้ร้อมกนั ซ่ึงกระบวนการน้ีเรียกว่า 
Simultaneous nitrification and denitrification (SND)  

Zheng และคณะ (2012) และ Sun และคณะ (2016) กล่าววา่ ความหลากหลายของ
การลดไนเตรทเป็นไนโตรเจนอิสระของ B. subtilis ใช้ยีน Cytoplasmic nitrate reductase NarGHI 
และใช้ยีน Nitrite reductase NirBD ขณะท่ี B. selenitireducens ผลิตแอมโมเนียมผ่านการใช้ยีน 
Periplasmic nitrite reductase NrfA ซ่ึงปฏิกิริยา Nitricoxide reductase (NOR) ถูกตรวจพบใน B. 
licheniformis ATCC14580T (Rey et al., 2004) และ B. coagulans XZL4 (Su et al., 2011) 

กระบวนการ  Denitrification เ กิดจากแบคที เ รีย ในก ลุ่ม  Denitrifier ซ่ึ ง เ ป็น
กระบวนการท่ีมีการใช้ไนไตรท์ หรือไนเตรทเปล่ียนสภาพไปเป็นก๊าซไนโตรเจน (Zheng et al., 
2012; Sun et al., 2016) โดยแบคทีเรียเหล่าน้ีถือเป็นพวก Aerobic หรือ Facultative anaerobic เพราะ
สามารถใช้ไนไตรท์ หรือไนเตรท เป็นตวัรับอิเล็กตรอนเม่ือขาดออกซิเจน เจริญไดเ้ม่ือมีออกซิเจน
เท่านั้น หรือมีแต่ไนไตรท ์หรือไนเตรทเท่านั้น แลว้แต่กรณี และเจริญอยูไ่ดเ้ม่ือมีทั้งออกซิเจน และไน
เตรทรวมกนั (Bremner and Shaw, 1958)   
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ส่วน Verbaendert และคณะ (2011) รายงานว่า Bacillus สามารถใช้ไนเตรทเป็น
ตวัรับอิเล็กตรอนไดถึ้ง 70.5% ใช้ไนไตรท์เป็นตวัรับอิเล็กตรอนได้ 45.5% และอาจใช้ทั้งไนไตรท ์
และไนเตรทเป็นตวัรับอิเล็กตรอน (Anaerobic respiration) ได ้18.2% ซ่ึง Bacillus ในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ B. 
stearothermophilus, B. licheniformis, B. azotoformans และ B. halodenitrificans เป็นตน้ เช่นเดียวกบั 
Sun และคณะ (2016) ท่ีระบุว่า B. licheniformis สามารถในการผลิตก๊าซไนโตรเจนจากไนเตรทใน
สภาวะท่ีไม่ใช้ออกซิเจน นั่นคือ B. licheniformis สามารถใช้ไนไตรท์ หรือไนเตรทเป็นตวัรับ
อิเล็กตรอนเม่ือขาดออกซิเจนได ้ฉะนั้น จึงเจริญไดเ้ม่ือมีออกซิเจน หรือมีแต่ไนไตรท์ หรือไนเตรท
เท่านั้ น และสามารถเจริญอยู่ได้เม่ือมีทั้ งออกซิเจน และไนเตรทรวมกัน โดยแบคทีเรียจะอาศัย
สารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอน และแหล่งพลงังาน (Seenivasagan et al., 2017) 

1.2.10 การคัดแยก Bacillus และประสิทธิภาพในการก าจัดแอมโมเนีย 

Bacillus เป็นหน่ึงในแบคทีเรียโปรไบโอติคท่ีมีการน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมการเล้ียง
สัตวน์ ้า ควบคุมคุณภาพน ้ า เสริมการเจริญเติบโต และป้องกนัโรค เน่ืองจาก Bacillus เป็นแบคทีเรียท่ี
มีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว สร้างเอนโดสปอร์ได ้คุณสมบติัดงักล่าวน้ีสามารถท าให้แบคทีเรียสามารถ
มีชีวิตอยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีหลากหลายไดม้ากกวา่แบคทีเรียชนิดอ่ืน (Kutako et al., 2009) ปาจรีย ์
และคณะ (2554) พบวา่ Bacillus สามารถใชย้บัย ั้ง หรือแยง่อาหาร และท่ีอยูข่องเช้ือ Vibrio sp. ในการ
เล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ในห้องปฏิบติัการได้ และมีการใช้ Bacillus เพื่อปรับปรุง
คุณภาพน ้ าจากการเล้ียงกุ้ง ยกตวัอย่างเช่น B. subtilis, B. licheniformis และ B. coagulans เป็นต้น 
(Song et al., 2011) ซ่ึงการคดัแยกเช้ือมีปัจจยัของสภาพแวดลอ้มในการเก็บตวัอย่าง การคดัแยกเช้ือ 
การเล้ียงเช้ือ และการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือเป็นส่วนส าคญัโดยแบ่งได ้ดงัน้ี 

1) การคัดแยก Bacillus ทีม่ีประสิทธิภาพในการก าจัดแอมโมเนีย 
Bacillus พบไดใ้นตะกอนดิน น ้ า หรือสภาพแวดลอ้มทางทะเล และสภาพแวดลอ้ม

ทั่วไป (Irianto and Austin, 2002) ดังนั้ น การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถน ามาใช้ในการก าจัด
แอมโมเนียในน ้ าเสีย ควรคดัแยกมาจากแหล่งน ้ าเสีย หรือในสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม ซ่ึงจะมี
แนวโนม้ในการพบ Bacillus ท่ีมีคุณสมบติัท่ีตอ้งการมากกวา่คดัแยกแบคทีเรียจากสภาพแวดลอ้มใน
สภาวะอ่ืน ๆ เน่ืองจากมีปัจจัยของส่ิงแวดล้อมท่ีอาจส่งผลท าให้ Bacillus มีคุณสมบัติในการ
เจริญเติบโต และประสิทธิภาพในการลดแอมโมเนียไดดี้ และน าแบคทีเรียมาใชใ้นวธีิการบ าบดัแบบ
ชีวภาพไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ยกตวัอยา่งเช่น  
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การศึกษาของ Kim และคณะ (2005) พบว่า Bacillus sp. มีส่วนในกระบวนการ 
Nitrification–denitrification ในสภาวะมีอากาศ คดัแยกได้จากตวัอย่างดินในระบบบ าบดัน ้ าเสีย 
สามารถก าจดั NH4 

+ สูงสุด และมีผลผลิตของเซลล์ท่ีค่า Dissolved oxygen 30% (ปริมาณ 8 mg/L) 
และ C/N ratio เท่ากับ 8 มี Bacillus 5 สายพนัธ์ุท่ีโดดเด่นจากการศึกษา ได้แก่ B. cereus PK5, B. 
subtilis PK8, PK11, PK15 แล ะ  B.  licheniformis PK16 โดย  B. subtilis มี ส่ วน เ ก่ี ย วข้อ ง กับ
กระบวนการ Nitrification (ก าจดั NH4

+) ขณะท่ี B. cereus และ B. licheniformis มีผลต่อกระบวนการ 
Denitrification (ในระหว่างการเปล่ียน NO3

– เป็น N2) ในเวลา 1 ชม. ความเขม้ขน้ของ NH4
+ ลดลง

อยา่งมีนยัส าคญั เช่นเดียวกบั TN (Total nitrogen) และปริมาณ COD ไนโตรเจนท่ีหายไปมีประมาณ 
33% ซ่ึงคาดวา่เปล่ียนไปเป็นก๊าซไนโตรเจน ประสิทธิภาพในการก าจดั NH4

+, TN, COD และ TP ใน
เวลา 4 ชม. คือ 72, 57.6, 89.5 และ 21.4% ตามล าดบั  

Rajakumar และคณะ (2008) ศึกษาประสิทธิภาพของ Pseudomonas sp. KW1 และ 
Bacillus sp. YW4 ในการก าจดัไนเตรทในอาหารท่ีมีไนเตรทสังเคราะห์ พบว่า แหล่งคาร์บอน 
อุณหภูมิ ความเป็นกรด–ด่าง (pH) มีผลต่อประสิทธิภาพการก าจดัไนเตรท การเจริญเติบโต การ
แสดงออกของยนี และการใชไ้นโตรเจนของแบคทีเรีย Denitrifier โดยท่ี Pseudomonas sp. KW1 และ 
Bacillus sp. YW4 ลดปริมาณไนเตรทไดสู้งสุด 99.4 % ท่ี pH 7 ในเวลา 48 ชม. ซ่ึงมีแป้ง (Starch) 
ปริมาณ 1% ท่ีผสมในอาหารท่ีมีไนเตรทสังเคราะห์เป็นแหล่งคาร์บอน ตามดว้ยการใชก้ลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน สามารถลดปริมาณไนเตรทได ้81.7% เกิดไนไตรทร์ะหวา่งการเล้ียงเช้ือ 0.81 g/L และ
ท่ี pH 6, 7 และ 9 เกิดการสะสมของ NH4

+ น้อยมาก อุณหภูมิท่ีท าให้มีการเจริญเติบโตมากท่ีสุด คือ 
30°C สามารถเจริญเติบโตได ้8.4x105 CFU/mL ตามดว้ยท่ี 35°C เจริญเติบโตได ้7.8x105 CFU/mL ซ่ึง 
pH ท่ีเหมาะสมในการก าจดัไนเตรทเท่ากับ 7.5 โดยกระบวนการก าจดัไนเตรทเกิดอย่างรวดเร็ว
เน่ืองจากการเจริญเติบโตของเช้ือท่ีใช้ไนเตรทเป็นแหล่งอาหาร เช่นเดียวกับรายงานของ 
Seenivasagan และคณะ (2017) ท่ีศึกษาผลกระทบของแหล่งคาร์บอน อุณหภูมิ และ pH ต่อ
ประสิทธิภาพการลดไนเตรทของ B. weinstephnisis (DS45) ในอาหาร Mineral salt medium (MSM) 
ท่ีมีการผสมแป้ง 0.5% โดยคดัแยกเช้ือจากตวัอย่างน ้ า และดินในบริเวณท่ีมีการปนเป้ือนไนเตรท 
พบว่า มีการลดของไนเตรทอย่างรวดเร็ว (83.05%) ท่ี 35°C pH 7 ในเวลา 48 ชม. และมีการเกิดไน
ไตรท ์และ NH4 

+ ท่ี pH 6–9 ซ่ึงแบคทีเรีย Denitrifier จะมีความไวต่อค่า pH ท่ีต ่า 
นอกจากน้ี Song และคณะ (2011) คดัแยก และจดัจ าแนก Denitrifying Bacillus sp. 

YX–6 จากตวัอย่างน ้ า และตะกอนในบ่อเล้ียงกุง้ พบวา่ Bacillus sp. YX–6 มีความคลา้ยคลึงกบั B. 
coagulans และในการเล้ียงสัตว์น ้ าแบบหนาแน่น ค่า DO และความเค็มเป็นปัจจัย ท่ีมีผลต่อ
ประสิทธิภาพการก าจดัไนไตรทข์อง Bacillus เม่ือแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตสามารถลดไนไตรทจ์าก  
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10 mg–N/L เป็น 0 mg–/L ภายใน 14 ชม. ความสัมพนัธ์ของ DO กบัอตัราการยอ่ยสลายของไนไตรท์
เพิ่มข้ึนจนถึง DO 5.8 mg/L หลงัจากนั้นก็ค่อย ๆ ลดลง โดยมีอตัราการยอ่ยสลายสูงสุดท่ี pH เท่ากบั 7 
ซ่ึงค่า pH ในช่วงกวา้งจะส่งผลต่ออตัราการยอ่ยสลายไนไตรท์ไดถึ้ง 100% ท่ี pH อยู่ในช่วง 5–9 ท่ี 
30°C และมีค่าความเค็มตั้งแต่ 0–15 ppt และอตัราการยอ่ยสลายไนไตรท์ลดลงเม่ือความเค็มเพิ่มข้ึน 
ทั้งน้ี ความเค็มท่ีความเขม้ขน้ 30 ppt ท าให้ B. cereus มีอตัราการยอ่ยเป็น 0 เม่ือเทียบกบั Bacillus sp. 
YX–6 ยงัคงมีการย่อยไดถึ้ง 30% ซ่ึงสามารถน าไปประยุกต์ใชใ้นดา้นการเล้ียงสัตวน์ ้ าทั้งในน ้ าทะเล
และน ้าจืด  

แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มท่ีเป็นแหล่งน ้ าเสีย หรือระบบการเล้ียงสัตวน์ ้ า 

จะมีบทบาทส าคญัในการย่อยสลายสารภายในบ่อ พื้นดินตะกอน ซ่ึงอาจจะเป็นเศษอาหารท่ีเหลือ 

ซากสัตวน์ ้า ส่ิงขบัถ่าย หรือของเสียจากสัตวน์ ้ า โดยเฉพาะอยา่งยิ่งบริเวณดินพื้นบ่อจะมีปริมาณ และ

กิจกรรมของแบคทีเรียค่อนขา้งสูง 

2) การเพาะเลี้ยง และการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือ Bacillus ในการก าจัด
แอมโมเนีย 

เน่ืองจาก Bacillus เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Heterotroph ท่ีต้องการอินทรียสารเป็น
แหล่งของคาร์บอน และพลงังาน การเล้ียงเช้ือจึงจ าเป็นจะตอ้งหาแหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีเป็น
องคป์ระกอบหลกัให้เหมาะสมต่อการเล้ียงเช้ือ Kumari และ Kapoor (2008) กล่าววา่ อตัราส่วนของ
คาร์บอน และไนโตรเจน (C/N ratio) ตามปกติ เซลล์จุลินทรียมี์ค่า C/N ratio ประมาณ 10–15 นัน่คือ 
เม่ือจุลินทรีย์ดูดสารอินทรีย์คาร์บอนเข้าไปใช้ในเซลล์ 10–15 หน่วย จะต้องใช้สารประกอบ
ไนโตรเจน 1 หน่วย ซ่ึงสูตรอาหารเล้ียงเช้ือพื้นฐานส าหรับการเจริญของ Bacillus ท่ีเหมาะสม 
โดยทัว่ไปในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมีส่วนประกอบ เช่น Beef extract และ Yeast extract เป็นตน้ ท่ี
เป็นแหล่งคาร์บอน และไนโตรเจน 

O–Thong และคณะ (2003) กล่าววา่ อาหารกุง้เป็นปัจจยัส าคญัท่ีท าให้น ้ าในบ่อเล้ียง
กุง้แบบหนาแน่นเสียได ้ซ่ึงไนโตรเจนท่ีอยูใ่นอาหารกุง้มีมากถึง 81% แต่มีเพียง 21% เปล่ียนไปเป็น
เน้ือกุง้ และอีกประมาณ 31% ยงัคงตกคา้งภายในบ่อเล้ียง เม่ือมีการยอ่ยสลายเกิดข้ึนท าให้มีการปล่อย
สารประกอบไนโตรเจน และฟอสฟอรัสออกมาเป็นจ านวนมาก (Mclntosh et al., 2001) เพื่อให้ได้
แบคทีเรีย Bacillus ท่ีมีประสิทธิภาพในการปรับปรุงคุณภาพน ้ า การน ามาเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ 
หรือน ้ าเสียสังเคราะห์ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือจึงเป็นส่ิงท่ีส าคญั เพราะท าให้ทราบถึงขอ้มูล
ประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจดัแอมโมเนียในระดบัความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงอาหาร
สังเคราะห์ และน ้าเสียสังเคราะห์สามารถก าหนดค่าสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) และ  
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ปริมาณของแอมโมเนีย ไนไตรท ์ไนเตรท และพารามิเตอร์อ่ืน ๆ ได ้(Chun et al., 2012)  
โดย Konohana และคณะ (2000) ไดศึ้กษาการดูดซบัเกลือแอมโมเนียม และไนเตรท

ในสภาวะมีอากาศของ B. licheniformis No. 40–2 พบว่า B. licheniformis No. 40–2 การเจริญเติบโต
ของเซลล์เพิ่มข้ึน และเซลล์หยุดการเจริญเติบโตเม่ือไนเตรท และ NH4

+ หายไปจากอาหารเล้ียงเช้ือ 
ส่วน Lin และคณะ (2007) ไดค้ดัแยกเช้ือ Heterotrophic nitrifying Bacillus sp. strain 1 จากถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพในการบ าบดัน ้ าเสียสังเคราะห์ พบวา่ Bacillus sp. LY ท่ีคดัแยกไดมี้ประสิทธิภาพใน
การก าจดัไนโตรเจนทั้งหมด (TN) ได ้80% (TN ในน ้ าทิ้งประมาณ 9.41 mg–N /L) ก าจดั COD ได ้
71.7% (COD ในน ้าทิ้งประมาณ 21.6 mg/L) และมีอตัราการก าจดั NH4

+ ได ้74.7% (NH4
+–N ในน ้ าทิ้ง

ประมาณ 45 mg–N /L)  
Yang และคณะ (2011) คัดแยก Bacillus subtilis A1 ท่ีแยกได้บนอาหารเล้ียงเช้ือ

ชนิด Enrichment ท่ีประกอบดว้ย KH2PO4 0.7 g, MgSO4∙7H2O 0.5 g, CaCl2∙2H2O 0.5 g และ
สารละลาย Trace mineral 1 mL ในน ้ากลัน่ 1 L (pH 7) พบวา่ สามารถก าจดั NH4

+ ในน ้ าเสียระบบเปิด
ท่ีอตัราการก าจดั NH4

+ เฉล่ีย 3.52 mg/L มี NH4
+ เร่ิมตน้ท่ี 104.12±1.27 mg–N/L ซ่ึงก าจดั NH4

+ ได ้
20.4±2.7% และพบการเกิดไนไตรท ์0.003±0.001 mg–N/L และไนเตรท 3.100±0.085 mg–N/L เป็น
เวลา 120 ชม. ส่วนการก าจดั NH4

+ ภายใน 60 ชม. B. subtilis A1 สามารถก าจดัได ้58.4±4.3% ในขณะ
ท่ี Zhang และคณะ (2012) ศึกษากระบวนการ Heterotrophic nitrification-denitrification ภายใต้
สภาวะมีอากาศของแบคทีเรีย L7 โดยแยกบนอาหาร 4 ชนิด ไดแ้ก่ อาหาร Heterotrophic nitrification 
(HNM), Denitrification (DM), Nitrite denitrification (NDM) และ Hydroxylamine oxidation (HO) ท่ี
มีการเติม (NH4)2SO4, KNO3, NaNO2 และ KH2PO4 ตามล าดับ พบว่า B.  methylotrophicus L7 มี
ความสามารถในการลด NH4

+–N และ  NO2
––N เฉ ล่ีย  51.58 mg/L/Day และ  5.81 mg/L/Day 

ตามล าดบั  
Sheela และคณะ (2015) ศึกษาการเกิดปฏิกิริยา Simultaneous nitrification และ 

denitrification ในน ้ าเสียของ Bacillus sp. SB1 ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเสียชุมชน พบวา่ Bacillus sp. SB1 
ก าจดัแอมโมเนียได ้72.7% ท่ีอุณหภูมิ 30°C และ pH 8 โดยมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเร่ิมตน้ท่ี 
860 mg–N/L ซ่ึง Bacillus sp. SB1 สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ของ
แอมโมเนียเร่ิมตน้ตั้งแต่ 10 g/mL และสามารถมีชีวิตอยู่ได้ถึง 96 ชม. โดยในการทดสอบการก าจดั
แอมโมเนียใน Basal inorganic medium ท่ีมี Glucose เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีส าคญั พบวา่ Bacillus sp. 
SB1 ก าจดัแอมโมเนียได ้66.9% ในสัดส่วน C/N ratio เท่ากบั 10 ในเวลา 48 ชม. และใช ้(NH4)2SO4 
เป็นแหล่งไนโตรเจน  
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ขณะท่ี Huang และคณะ (2017) ศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus strain N31 ท่ีคดั
แยกได้ในน ้ าจากการเพาะเล้ียงทางทะเลต่อการเป็น Halophilic heterotrophic nitrification–aerobic 
denitrification พบว่า มีประสิทธิภาพการก าจดัแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทไดเ้ท่ากบั 86.3%, 
89.3% และ 89.4% ตามล าดบั (ปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้เท่ากบั 10–250 mg–N/L) ในเวลา 48 ชม. 
และน า Bacillus N31 ไปใชใ้นการเล้ียงกุง้ เพื่อทดสอบความเป็นโปรไบโอติคของเช้ือในปริมาณ 105 
และ 108 CFU/mL ตามล าดบั ในไฟเบอร์กลาสก์แทงค์ขนาด 80 L ท่ีมีความหนาแน่นของกุง้ขาว 
(Litopenaeus vannamei) 30 ตวั เป็นเวลา 14 วนั พบว่า Bacillus N31 ไม่มีการสร้างสารพิษต่อกุง้ 
สามารถหลัง่สาร Exoenzymes และสารตา้นจุลชีพอ่ืนออกมาได ้(Liang et al., 2015)  
 

1.2.11 ปัจจัยทีส่่งผลต่อประสิทธิภาพการก าจัดแอมโมเนียของ Bacillus 

การจดัการคุณภาพน ้ า และส่ิงแวดลอ้มให้เหมาะสมเพื่อให้เกิดสภาพท่ีสมดุล ส่วน
ใหญ่มกัใชใ้นการจดัการบ่อเล้ียง ไดแ้ก่ ปรับสภาพดิน และน ้ า ลดแอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรท 
ในสภาวะต่าง ๆ ของแหล่งน ้ า ซ่ึงเป็นของเสียท่ีมีความส าคญั และส่งผลกระทบต่อสัตวน์ ้ า ลดก๊าซท่ี
เป็นพิษในน ้ า ซ่ึงเป็นอนัตรายต่อสัตวน์ ้ า ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการยอ่ยสารอินทรียต์กคา้งท่ีตอ้งการ
ก าจดัให้ลดนอ้ยลง (ธงชยั, 2544; สุวรรณา, 2549) โดยมีปัจจยัหลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัประสิทธิภาพของ 
Bacillus ดงัน้ี  

1) ค่าสัดส่วนไนโตรเจนต่อคาร์บอน (C/N ratio) 
ค่า C/N ratio ท าให้ความสามารถในการเจริญเติบโต และการก าจดัแอมโมเนียของ 

Bacillus แตกต่างกนั โดยในอาหารเล้ียงเช้ือนั้น สัดส่วน C/N ratio จะอยูใ่นช่วงประมาณ 4–8 (Kim et 
al., 2005; Zhang et al., 2012) โดยแหล่งคาร์บอนมีผลต่อกระบวนการ Heterotrophic nitrification 
แหล่งคาร์บอนท่ีส าคญัในอาหารสังเคราะห์ (Synthetic medium) คือ Sodium succinate และ Glucose 
(Rajakumar et al., 2008; Zhang et al., 2012) นอกจากน้ียงัมีแหล่งคาร์บอนอินทรียท่ี์สามารถหาได้
ง่าย ราคาถูก เช่น น ้าตาล กากน ้าตาล หรือแป้ง น ามาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน และมีออกซิเจนท่ีเพียงพอ
ก็จะสามารถกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลไ์ด ้Kutako และคณะ (2009) กล่าววา่ Bacillus ท่ีมีการเพิ่ม
จ านวนในช่วงของการเจริญเติบโต ส่งผลให้เกิดการลดลงของแอมโมเนียในน ้ าได้ โดยการน า
แอมโมเนีย–ไนโตรเจนเข้าไปสะสมเป็นส่วนประกอบของเซลล์ (Nitrogen assimilation) จาก
การศึกษาของ Chen และคณะ(2003) และ Khardenavis และคณะ (2007) พบวา่ ประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียจะแปรผนั หรือแปรผกผนัตามอัตราส่วนของ C/N ท่ีเพิ่มข้ึน โดยประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียสูงสุด เม่ือมีอตัราส่วน C/N นอ้ยกวา่ 10 อุณหภูมิท่ี 25–35 °C และภายใตค้่า pH 6–8   
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2) ปริมาณออกซิเจนละลายน า้ (Dissolved Oxygen) 
ออกซิเจนละลายน ้าแปรผนัตรงกบัอตัราการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์และสารอนินทรีย ์

รวมภึงความสามารถในการลดแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทของเช้ือ ทั้งน้ี ปริมาณออกซิเจน
ละลายน ้ าท่ีเหมาะสมควรมากกวา่ 5 mg/L (Song et al., 2011; Rout et al., 2017) Song และคณะ 
(2011) พบวา่ ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า DO กบัไนไตรท ์ของ Aerobic denitrifying Bacillus sp. สาย
พนัธ์ุ YX–6 จะเพิ่มมากข้ึน เม่ือมีค่า DO อยูใ่นช่วง 5.8 mg/L และหลงัจากนั้นค่อย ๆ ลดลงใน 14 ชม. 
สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Rout และคณะ (2017) ท่ีท าการเล้ียงเช้ือ Bacillus cereus GS–5 พบวา่ 
ความเขม้ขน้ของ DO ท่ีเพิ่มข้ึน ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus cereus GS-5 และการก าจดั
แอมโมเนียมีค่าเพิ่มข้ึน 60–96% สามารถลดไนไตรทไ์ด ้82% และสามารถลดไนเตรทได ้94% เม่ือ
เพิ่มความเร็วในการเขยา่อาหารเล้ียงเช้ือ 

3) ความเป็นกรด–ด่าง (pH) 
กรด–ด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus อยู่ในช่วง 5–7 โดยพบว่า 

Bacillus weinstephnisis (DS45) ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี pH 7 มีการเจริญเติบโตสูงสุด และมีการ
เจริญเติบโตต ่าสุดท่ี pH 9 ในเวลา 84 ชม. และท่ี pH 7 อุณหภูมิ 35 °C พบวา่ Bacillus DS45 สามารถ
ลดไนเตรทจาก 100 mg–N /L เหลือ 16.23 mg–N /L (83.77%) ส่วนในกรณีท่ีค่า pH 5, 6, 8 และ 9 
การลดลงของไนเตรทเท่ากบั 58.54%, 56.90%, 68.42% และ 55.25% ตามล าดบั โดยไนไตรท ์(0.918 
mg/L) และ NH4

+ (7.82 mg/L) ถูกตรวจพบท่ี pH 7 หลงัจาก 24 ชม. (Seenivasagan et al., 2017) 
4) ความเค็ม (Salinity) 
ความเค็มช่วง 0–30 ppt เป็นช่วงท่ี Bacillus สายพนัธ์ุทนเค็มสามารถเจริญเติบโต 

และลดแอมโม เ นียได้ ดี  Zhang และคณะ  (2012) อ้ า ง ถึ ง  Mevel และ  Prieur (2000) ว่ า  B. 
methylotrophicus สายพนัธ์ุ L7 ท่ีเป็น Halotolerant bacteria มีความสามารถในการลดแอมโมเนียได้
มากกวา่ 58.70% โดยมีความเค็มอยูใ่นช่วง 0–30 g/L NaCl (0–30 ppt) ซ่ึงคุณลกัษณะในการทนเค็มน้ี
สามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในการบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีความเค็มต ่า หรือน ้ าเสียจากการเพาะเล้ียงท่ีมีความ
เคม็สูงได ้
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5) อุณหภูมิ (Temperature) 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 25–30°C (Rajakumar et al., 2008; Song et al., 2011; 

Zhang et al., 2012; Seenivasagan et al., 2017) จากการศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัไนเตรทของกลุ่ม
แบคทีเรีย Pseudomonas sp. KW1 และ Bacillus sp. YW4 พบวา่ แบคทีเรียสามารถลดไนเตรทได้ 
99.4% ท่ีอุณหภูมิ 30◦C ท่ี 48 ชม. และท่ีอุณหภูมิ 25, 35, 40 และ 45◦C การลดไนเตรทมีเพียงประมาณ 
48.2, 65, 34 และ 30% ตามล าดบั (Rajakumar et al., 2008) 

6) ความเข้มข้นของไนไตรท์ และแอมโมเนีย 
ความเข้มข้นของไนไตรท์ และแอมโมเนีย หากมีปริมาณสูงสามารถยบัย ั้งการ

เจริญเติบโตของ Bacillus ได ้ เช่นเดียวกบัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแอมโมเนียท่ีสูงในน ้ าเสีย ทั้งน้ี ใน
กระบวนการบ าบดัน ้ าเสียเป็นส่ิงท่ีเล่ียงไม่ไดท่ี้จะเจอไนไตรท์ท่ีสะสมอยูใ่นน ้ า หรือแมแ้ต่ค่าความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียอิสระท่ีสูง ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการท างานในกระบวนการ Oxidation ของ
จุลินทรีย ์(Zhang et al., 2012) 

7) ความเข้มข้นของเซลล์ต่อการเจริญเติบโตของแบคทเีรีย 
ความเขม้ขน้ของเซลล์มีผลต่อการลดแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทท่ีต่างกัน 

(Zokaeifar et al., 2014; Sheela et al., 2015) การใช ้Bacillus ในระบบการเล้ียงจะตอ้งควบคุมการ
เจริญเติบโตของ  Bacillus เน่ืองจากการเพิ่มจ านวน และการตายอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้ปริมาณ
แอมโมเนียในน ้าเพิ่มข้ึน และเป็นพิษต่อสัตวน์ ้าท่ีเล้ียง เซลล์ Bacillus ท่ีมีปริมาณเกินไปท าให้ปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายในน ้าลดต ่าลงได ้(กฤษณา และคณะ, 2557) 
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1.3 วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

1. คดัแยก และจดัจ าแนกชนิดของ Bacillus ทนเค็มท่ีมีความสามารถในการบ าบดั 
สารอนินทรียไ์นโตรเจน  

2. ศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus ในการบ าบดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนในน ้ าจาก
การเล้ียงกุง้ทะเล 
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บทที ่2 
 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการศึกษา 
2.1 วสัดุ 

2.1.1 ตัวอย่างดิน และตัวอย่างน า้ 

1. ตวัอย่างดิน และตวัอยา่งน ้ าจากแหล่งน ้ าเสียจากชุมชนหาดปากเมง ต าบลไมฝ้าด 
อ าเภอสิเกา จงัหวดัตรัง 

2. ตวัอยา่งดิน และตวัอยา่งน ้าจากป่าชายเลนบริเวณหาดปากเมง ต าบลไมฝ้าด อ าเภอ
สิเกา จงัหวดัตรัง 

3. ตวัอยา่งดิน และตวัอยา่งน ้ าจากบ่อเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ศูนยว์ิจยั
และพฒันาประมงชายฝ่ัง ตรัง 

4. ตวัอยา่งดิน และตวัอยา่งน ้ าจากบ่อเล้ียงปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ศูนยว์ิจยั
และพฒันาประมงชายฝ่ัง ตรัง 

5. ตวัอย่างน ้ าทิ้งจากบ่อเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) อ าเภอหัวไทร จงัหวดั
นครศรีธรรมราช 
2.1.2 สารเคมี 

1. สารเคมีส าหรับทดสอบคุณสมบติัทางกายภาพ และชีวเคมีของแบคทีเรีย 
3. สารเคมีส าหรับการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์แบคทีเรียด้วยเทคนิคชีววิทยา

โมเลกุล 
3. สารเคมีส าหรับทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และการยอ่ยไนไตรท ์
4. สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์แอมโมเนีย 
5. สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ไนไตรท ์ 
6. สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ไนเตรท  
7. สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ออร์โธฟอสเฟต 
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2.1.2 วสัดุส าหรับเตรียมน า้เสียสังเคราะห์ 

1. อาหารเม็ดส าเร็จรูปแบบจมส าหรับการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) ยี่ห้อ 
NANAMI3 (Thai Union Feedmill CO., LTD) ประกอบดว้ย ปลาป่น ทูน่า เพสท ์แป้งขา้วสาลี ปลาย
ขา้ว กากถั่วเหลือง น ้ ามนัปลา เรซิติน วิตามิน แร่ธาตุ และสารถนอมคุณภาพอาหารสัตว์ คุณค่า
ทางดา้นอาหารของกุง้ ไดแ้ก่ โปรตีนไม่นอ้ยกวา่ 35% ไขมนัไม่นอ้ยกวา่ 5% กากไม่มากกวา่ 4% และ
ความช้ืนไม่มากกวา่ 11% เหมาะส าหรับกุง้ขนาด 1–3 g ใชอ้าหารกุง้ปริมาณ 1.164 g/L (องคป์ระกอบ
ของปริมาณไนโตรเจนเท่ากบั 0.065%) มาละลายในน ้าทะเลต่อปริมาตร 1 L  

2. น ้ าทะเลท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วปริมาตร 20 L ส าหรับผสมในการท าน ้ าเสีย
สังเคราะห์ 

2.1.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. อาหาร NB (Nutrient broth)  
2. อาหาร NA (Nutrient agar) 
3. อาหาร HNM (Heterotrophic nitrification medium) 
4. อาหาร NDM (Nitrite denitrification medium) 
5. อาหาร DM (Denitrification medium) 

2.2 อุปกรณ์  

1. อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการเก็บตวัอยา่งน ้าและดิน  
 ไดแ้ก่ ถุงซิปส าหรับเก็บตวัอยา่ง กระบอกเก็บตวัอยา่งน ้ า ท่อพีวีซี (Core) ส าหรับ

เก็บตวัอยา่งดิน และขวดเก็บตวัอยา่งน ้า ขนาด 1,000 mL 
2. อุปกรณ์เตรียมอาหาร และการคดัแยกเช้ือ Bacillus  
 ไดแ้ก่ ตูเ้ยน็ ตูอ้บ (Hot air oven, Binder, FED 53, USA) หมอ้น่ึงแรงดนัไอ 

(Autoclave) ตูบ้่ม (Incubator) ตูบ้่มแบบเขยา่ (Incubator shaker) ปิเปตอตัโนมติั (Automatic pipette, 
Repetman® Gilson, Inc; USA, Eppendrof Research® plus, Eppendrof AG; USA) ขนาด 1,000 และ 
200 µL ไมโครปิเปตทิป (Micropipette Tip) ขนาด 10, 200 และ 1,000 µl เคร่ืองชัง่น ้ าหนกั 2 
ต าแหน่ง (AND, FX-2000i) อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) และอุปกรณ์เคร่ืองแกว้ เช่น ขวด 
Duran ขนาด 500 mL กระบวกตวง ขนาด 500 mL จานเพาะเช้ือ ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 mL หลอด
ทดลอง ขนาด 15 และ 27 mL เป็นตน้ 
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3. อุปกรณ์ทดสอบเช้ือทางกายภาพและชีวเคมี  
 ไดแ้ก่ ปากคีบ ห่วงเข่ียเช้ือ แผ่นสไลด์ ตะเกียงแอลกอฮอล์ กระดาษกรอง หลอด

ทดลอง ขวดรูปชมพู่ หลอดหยด (Dropper) กลอ้งจุลทรรศน์แบบประกอบ (Compound microscope) 
และตูบ้่มแบบเขยา่ (Incubator shaker) 

4. อุปกรณ์ส าหรับทดสอบประสิทธิภาพการออกซิไดซ์แอมโมเนีย การออกซิไดซ์ไน
ไตรท ์และรีดิวซ์ไนเตรท  

 ไดแ้ก่ อุปกรณ์ส าหรับเล้ียงเช้ือ เช่น จานเพาะเช้ือ หลอดทดลอง ขวดรูปชมพู่ ขวด
แกว้ บีกเกอร์ และกระบอกตวง เป็นตน้ สายยางออกซิเจน ซิลิโคน เคร่ืองชัง่ 2 และ 4 ต าแหน่ง (ยี่ห้อ 
Denver instrument) และป๊ัมออกซิเจน (Air pump) 

5. อุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีว
โมเลกุล 

 ไดแ้ก่ เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer, Vertex genie-2TM, USA) หลอดพลาสติก 
(Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 และ 50 mL ปิเปตอตัโนมติั ปริมาตร 20 100 200 และ 1,000 µL 
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Beckman, AvantiTM 30 centrifuge, USA) เคร่ือง DNA thermal 
cycle (PTC 1148C, MJ MiniTM Thermal, USA) เคร่ืองอิเล็กโตรโฟริซิส (Mupid® -exu, Japan) เคร่ือง 
Geldoc (Molecular Imager® Gel DocTM XR+ with Image LabTM Softwere; BioRed, USA) และอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

6. อุปกรณ์ส าหรับการวเิคราะห์ และตรวจวดัคุณภาพน ้า  
 ไดแ้ก่ เคร่ืองมือวดัปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้ า (DO meter, Cyber scan, 

Waterproof series®) เคร่ืองวดัความเค็ม (Salinometer, ATAGO, MASTER-S/MillM) เคร่ืองวดัความ
เป็นกรด-ด่าง (pH meter, EUTECH, Cyber scan pH 1500) เคร่ืองวดัความน าไฟฟ้า (Conductivity 
Meter, HANNA, Dist 3) เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) เคร่ืองป่ันเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge, 
Hettich, Universal 32 R) เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง ตูอ้บ (Hot air oven) เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง 
(Spectrophotometer, Shimadzu UV–1201TM) โถดูดความช้ืน (Desiccator) คอลัมน์ส าหรับการ
วิเคราะห์ไนเตรท พร้อมขาตั้ง ปิเปต ขนาด 1 2 5 และ 10 mL ขวดรูปชมพู ่ขนาด 150 และ 250 mL 
ขวดวดัปริมาตร ขนาด 50 100 500 และ 1,000 mL กระบอกตวง ขนาด 10 25 50 และ 100 mL หลอด
ทดลองแบบฝาเกลียว ขนาด 27 mL และแบบมีฝาปิด ขนาด 10 mL บีกเกอร์ ขนาด 50 100 250 600 
และ 1,000 mL และกระดาษกรอง Whatman GF/C 
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7. อุปกรณ์ส าหรับเก็บ และบ่มน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ทะเล  
 ไดแ้ก่ ป๊ัมออกซิเจน (Air pump) สายยางออกซิเจน ท่อลม หัวทราย ถงัน ้ า ถงัไฟ

เบอร์กลาสกข์นาด 500 mL ขวดโหล ขนาด 5 L และถงัน ้าพลาสติกมีฝาปิด ขนาด 100 L  

2.3 วธีิการศึกษา 

ระเบียบวธีิการศึกษา 
ท าการศึกษาใน 9 ขั้นตอน (ภาพท่ี 5) คือ  
1. การเก็บตวัอยา่งดิน และตวัอยา่งน ้า  
2. น าตวัอยา่งท่ีไดม้าคดัแยกดว้ย 3 วิธี คือ Serial dilution method, Heat treatment 

และ Enrichment and heat treatment  
3. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบติัทางชีวเคมีเพื่อเป็นการคดัแยก

แบคทีเรียท่ีไม่ใช่ Bacillus ออกไป  
4. ทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และการยอ่ยไนไตรทเ์บ้ืองตน้ โดยวิธี Griess–

Ilosvay method  
5. ทดสอบคุณสมบติัของ Bacillus ต่อการเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying 

bacteria  
6. น า Bacillus ท่ีมีคุณสมบติัดงักล่าวมาจดัจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคชีววิทยาระดับ

โมเลกุล  
7. ศึกษาผลของความเค็ม และ pH เพื่อให้ได ้ Bacillus ทนเค็ม เหมาะสมต่อการใช้

ประโยชน์ในการเล้ียงกุง้ทะเล  
8. น าไปทดสอบประสิทธิภาพในการก าจัดสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในน ้ าเสีย

สังเคราะห์ เพื่อใหไ้ด ้Bacillus ท่ีมีประสิทธิภาพสูงต่อการบ าบดัสารอนินทรียไ์นโตรเจน  
9. น าไปทดสอบประสิทธิภาพส าหรับการบ าบดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนในน ้ าจาก

การเล้ียงกุง้ทะเล  
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ภาพที ่5 แผนภาพขั้นตอนการทดลอง 

  

Pure culture of Bacillus  

 

14 Days 

5–10 Days 

Serial dilution method Heat treatment Enrichment and heat treatment 
 

Screening of ammonium oxidizing 
 Griess–Ilosvay method 

 
 

Testing for heterotrophic nitrifying–denitrifying characteristic 

 NH3, NO2
–, NO3

– oxidation 

 

Isolation of Bacillus (3 methods) 

Optimization of salinity and pH on growth of halo–tolerant Bacillus 

Testing an efficiency of halo–tolerant Bacillus for inorganic 
nitrogen removal in synthetic pond water 

 

7 Days 

Testing an efficiency of halo–tolerant Bacillus for 
improvement of shrimp cultured water 

 

7 Days 

Characterization of Bacillus 
 Morphological and biochemical characteristic 

Identification using 16S rDNA 

Sample collection 1. 

2. 

3. 

6. 

7. 
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2.3.1 การเกบ็ตัวอย่าง และการคัดแยก Bacillus 

เก็บตวัอย่างน ้ า และดินบริเวณแหล่งน ้ าเสียชุมชนหาดปากเมง ป่าชายเลนหาดปาก
เมง บ่อเล้ียงปลากะพง และบ่อเล้ียงกุง้ขาว ต าบลไมฝ้าด อ าเภอสิเกา จงัหวดัตรัง ซ่ึงตวัอย่างน ้ าเก็บ
ดว้ยกระบอกท่ีระดบัความลึก 25 cm และใส่ลงในขวดบรรจุขนาด 1 L ส่วนตวัอย่างดิน ท าการเก็บ
ตวัอยา่งโดยใชท้่อพีวีซี (Corer) ท่ีระดบัความลึก 5 cm จากพื้นผิว (Donio et al., 2013) และเก็บในถุง
ซิป เก็บรักษาตัวอย่างน ้ า  และดินลงในกล่องโฟมท่ีบรรจุน ้ าแข็ง เพื่อน ามาคัดแยกเช้ือใน
หอ้งปฏิบติัการ 

2.3.2 การคัดแยก Bacillus 

การคดัแยก Bacillus ไดค้ดัแยก 3 วธีิ ดงัน้ี 
1) วธีิเจือจางตัวอย่าง (Serial dilution method) 
น าตวัอย่างดิน 1 g หรือตวัอย่างน ้ า 1 mL ของแต่ละท่ีมาเจือจางในน ้ าเกลือ (2% 

NaCl) ปริมาตร 9 mL ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ให้ไดค้วามเขม้ขน้ท่ี 10–1–10–6 แลว้น าสารละลายตวัอยา่ง
ในแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 0.1 mL มา spread บนอาหารแข็ง NA (2% NaCl) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C 
นาน 24–48 ชม. คดัเลือกโคโลนีเพื่อท าการแยก Bacillus ต่อไป 

2) วธีิให้ความร้อน (Heat treatment) (Zhao et al., 2017) 
น าตวัอย่างดิน 1 g หรือตวัอย่างน ้ า 1 mL ของแต่ละท่ีมาเจือจางในน ้ าเกลือ (2% 

NaCl) ปริมาตร 9 mL ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ี 10–1–10–6 น าหลอดทดลองตวัอยา่งมา
แช่น ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 80°C ในอ่างควบคุมอุณหภูมินาน 10 นาที จากนั้นน าไปแช่ในน ้ าอุณหภูมิห้อง
ทนัที แลว้น าสารละลายตวัอยา่งในแต่ละความเขม้ขน้มา spread บนอาหารแข็ง NA (2% NaCl) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 35°C นาน 24–48 ชม. คดัเลือกโคโลนีเพื่อท าการแยก Bacillus ต่อไป  

3) วิธีเพิ่มจ านวนด้วยอาหารเลีย้งเช้ือและให้ความร้อน (Enrichment and heat 
treatment)  

น าตวัอยา่งดิน 1 g หรือตวัอยา่งน ้า 1 mL ของแต่ละท่ีมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ NB 
(2% NaCl) ปริมาตร 100 mL บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อ
นาที นาน 4 วนั เพื่อเพิ่มจ านวนเช้ือ จากนั้นน ามาเจือจางในน ้าเกลือ (2% NaCl) ปริมาตร 9 mL ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือแลว้ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ี 10–1–10–6 น าหลอดทดลองท่ีเจือจางตวัอยา่งมาแช่ในน ้าร้อน
อุณหภูมิ 80°C ในอ่างควบคุมอุณหภูมินาน 10 นาที จากนั้นน าไปแช่ในน ้าอุณหภูมิห้องทนัที แลว้น า  
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สารละลายตวัอยา่งในแต่ละความเขม้ขน้มา spread บนอาหารแขง็ NA (2% NaCl) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C 
นาน 24–48 ชม. คดัเลือกโคโลนีเพื่อท าการแยก Bacillus ต่อไป 

2.3.3 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี 

แยก Bacillus จากโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA จากการคดัแยกแบคทีเรียทั้ง 
3 วธีิจากหวัขอ้ 2.3.2 ขา้งตน้ โดยแยกโคโลนีท่ีมีลกัษณะท่ีแตกต่างกนั เช่น ขอบหยกั นูน มีความหนืด 
สีขาวครีม ผิวหนา้มนัวาว เป็นตน้ (Zhao et al., 2017) มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ NA (2% NaCl) ดว้ย
วิธีการ Streak plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C นาน 24–48 ชม. ท าการ Streak plate ซ ้ าจนไดเ้ป็นโคโลนี
เด่ียว ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือดว้ยการยอ้มสีแกรม เพื่อศึกษารูปร่างของเซลล์ โดยใช้ชุดยอ้ม
แกรม ศึกษาการสร้างเอนโดสปอร์ โดยใชชุ้ดสียอ้มสปอร์ และน าเฉพาะแบคทีเรียท่ีเป็นแกรมบวกทั้ง
ท่ีเห็นและไม่เห็นการสร้างสปอร์ภายในเซลลไ์ปท าการทดสอบทางชีวเคมี โดยการทดสอบหลกั ๆ คือ 
Catalase test ตอ้งใหผ้ลเป็นบวก ส่วน Oxidase test ตอ้งใหผ้ลเป็นลบ (ดวงพร, 2537)  

การเลีย้งเช้ือให้บริสุทธ์ิและการเกบ็ Stock เช้ือทีค่ัดแยกได้ 
น าเช้ือท่ีไดห้ลงัจากศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมี เก็บเป็น Stock เช้ือ 

โดยแยกโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหาร NB (2% NaCl) ปริมาตร 5 mL ต่อหลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 
35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่เป็นวงกลม ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 16–18 ชม. จากนั้น
ถ่ายเช้ือปริมาตร 600 µL ใส่ลงหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 1.5 mL ผสมกบั 50% กลีเซอรอล
ปราศจากเช้ือปริมาตร 400 µL เก็บท่ีอุณหภูมิ –80°C เพื่อเก็บรักษาเซลลไ์วศึ้กษาต่อไป 

2.3.4 การทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนียและการย่อยไนไตรท์ โดยวธีิ Griess–Ilosvay method 

น าเช้ือท่ีได้มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ NB ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์ 2% แอมโมเนียม
ซลัเฟต 1.5% ปริมาตร 50 mL ต่อฟลาสก ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ ดว้ยความเร็วรอบ 
170 รอบต่อนาที นาน 14 วนั ท าการทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และไนไตรททุ์ก ๆ วนั ดว้ยวิธี 
Griess–Ilosvay method (Lin et al., 2007; Zhang et al., 2012) โดยน าเช้ือท่ีเล้ียงขา้งตน้มาใส่ในหลอด
ทดลองใหม่ปริมาตร 2 mL ต่อหลอดทดลอง แลว้จึงหยด Nitrite reagent จ านวน 5–7 หยดลงใน
ตัวอย่าง หากให้ผลเป็นสีแดงภายใน 1 นาที แสดงผลเป็นบวก แปลความได้ว่ามีกิจกรรมการ
ออกซิไดซ์แอมโมเนีย และไนไตรท ์(ภาพท่ี 6)  
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ภาพที ่6 ผลการทดสอบดว้ย Nitrite reagent เม่ือแสดงผลเป็นลบ (ไม่มีการเปล่ียนเป็นสีแดง) แสดงผล
เป็นบวก (มีการเปล่ียนเป็นสีแดง) 

2.3.5 การทดสอบคุณสมบัติของ  Bacillus ต่อการเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying 
bacteria 

น าเช้ือท่ีไดม้าเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ NB (2% NaCl) ปริมาตร 10 mL ต่อหลอด
ทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 24 ชม. 

1) การทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย 
ถ่ายเช้ือปริมาตร 1.8 mL ท่ีเล้ียงในอาหาร NB (2% NaCl) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 

HNM ((NH4)2SO4 0.66 g, Sodium succinate 4.72 g, KH2PO4 0.50 g, Na2HPO4 0.50 g, MgSO4∙7H2O 
0.20 g, NaCl 30 g) pH 7.5 ปริมาตร 180 mL (จ านวน 3 ซ ้ า) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ 
ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 5 วนั จากนั้นน าอาหารเล้ียงเช้ือไปตกตะกอนเซลล์ ดว้ยการ
หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที (Zhang et al., 2012) และเก็บเฉพาะ
ของเหลวส่วนใสไปวเิคราะห์ทางเคมีดงัตารางท่ี 9 

2) การทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์ไนไตรท์ 
ถ่ายเช้ือปริมาตร 1.8 mL ท่ีเล้ียงในอาหาร NB (2% NaCl) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 

NDM (NaNO2 0.28 g, Sodium succinate 3.16 g, MgSO4∙7H2O 0.20 g, CaCl2 0.01 g, EDTA 0.07 g, 
KH2PO4 0.50 g, Na2HPO4 0.50 g, FeSO4 0.01 g) pH 7.5 ปริมาตร 180 mL (จ านวน 3 ซ ้ า) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ ดว้ยการหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 
จากนั้นน าอาหารเล้ียงเช้ือไปตกตะกอนเซลลด์ว้ยความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที   

Nagative    Positive 
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(Zhang et al., 2012) และเก็บเฉพาะของเหลวส่วนใสไปวิเคราะห์หาปริมาณไนไตรทแ์ละไนเตรท ดงั
ตารางท่ี 9  

3) การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรท 
ถ่ายเช้ือปริมาตร 1.8 mL ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงใน NB (2% NaCl) ลงในอาหารเล้ียง

เช้ือ DM (KNO3 1.00 g, Sodium succinate 4.68 g, MgSO4∙7H2O 0.20 g, CaCl2 0.01 g, EDTA 0.07 g, 
KH2PO4 0.50 g, Na2HPO4 0.50 g, FeSO4 0.01 g) pH 7.5 ปริมาตร 180 mL (จ านวน 3 ซ ้ า) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 5 วนั จากนั้นน าอาหาร
เล้ียงเช้ือไปตกตะกอนเซลล์ ดว้ยการหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที 
(Rajakumar et al., 2008; Zhang et al., 2012) และเก็บเฉพาะของเหลวส่วนใสไปวิเคราะห์หาไนเตรท
และไนไตรท ์ดงัตารางท่ี 9  

ตารางที ่9 วธีิการวเิคราะห์ทางเคมี 

Parameter Method Reference 
Ammonia (mg–N/L)  
Nitrite (mg–N/L) 
Nitrate (mg–N/L) 

Colorimetric method 
Colorimetric method 
Cadmium Reduction Column 

Strickland and Parsons (1972) 
Strickland and Parsons (1972) 
Strickland and Parsons (1972) 

2.3.6 การจัดจ าแนกชนิดของ Bacillus ด้วยเทคนิคชีววทิยาโมเลกุล  

สกดัดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิด้วย Genomic DNA minikit (Geneaid) และ
ท า ก า ร ศึ ก ษ า ช นิ ด ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย โ ด ย ใ ช้ ยี น  16S rDNA โ ด ย ใ ช้  primers 27F ( 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')  และ  1492R ( 5'-TACCTTGTTACGACTT-3')  ในการ เพิ่ ม
ปริมาณของดีเอ็นเอ จากนั้นท าผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสุทธ์ิโดยใช ้ GF-1 AmbiClean Kit (PCR/Gel) 
(Vivantis) วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ โดยการส่งวิเคราะห์ท่ีสถานวิจยัจีโนม และชีวสารสนเทศ 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ และศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แห่งชาติ (BIOTEC) แล้วน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบค่าความคล้ายคลึงด้วย BLAST 
program ในฐานขอ้มูล GenBank/EMBL/DDBJ database (Altschul et al., 1990) ถา้ค่าความคลา้ยคลึง
อยู่ในช่วง 93–98% เป็นไปไดว้่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุนั้นอาจเป็นแบคทีเรียชนิดใหม่ (New species) 
หากค่าความคลา้ยคลึงมีค่าต ่ากว่า 92% มีความเป็นไปไดสู้งว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุนั้นอาจจะเป็น
แบคทีเรียสกุลใหม่ (Novel genus) (Stackebrandt and Goebel, 1994) จากนั้ นวิเคราะห์ล าดับ
ววิฒันาการของเช้ือจากแผนภูมิววิฒันาการดว้ยโปรแกรม MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013)   
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2.3.7 การศึกษาความเค็ม และ pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus 

น าเช้ือ Bacillus ท่ีมีคุณสมบติัเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying bacteria มา
ศึกษาความเคม็ และ pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 

1) การศึกษาความเค็มทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
น าเช้ือมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว NB ท่ีมีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0, 0.5, 1, 1.5, 

2, 2.5, 3, 3.5 และ 4% ตามล าดบั ปริมาตร 50 mL ต่อฟลาสก์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบ
เขย่า ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 24 ชม. จากนั้นน ามาวดัค่าการเจริญเติบโตของเช้ือท่ี 
OD 600nm ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer 

2) การศึกษา pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
น าเช้ือมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว NB ท่ีมีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ท่ีเหมาะสม

ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ (จากผลการศึกษาในวงเล็บ 1) พร้อมปรับ pH ให้มีค่า 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 
9, 9.5, 10 และ 10.5 ตามล าดบั (Song et al., 2011; Seenivasagan et al., 2017) ปริมาตร 50 ml ต่อ 
ฟลาสก์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขย่า ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 24 ชม. 
จากนั้นน ามาวดัค่าการเจริญเติบโตของเช้ือท่ี OD 600nm ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer 

3) กราฟการเจริญเติบโตของ Bacillus (Calibration Curve) 
น า Bacillus แต่ละชนิด (เช้ือท่ีมีประสิทธิภาพดีในกระบวนการ  Nitrification–

denitrification) มาสร้างกราฟมาตรฐานการเจริญเติบโต โดยเล้ียง Bacillus ในอาหาร NB (2% NaCl) 
ปริมาตร 50 mL ต่อฟลาสก์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อ
นาที นาน 24 ชม. ท า 10–fold dilution ดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์ 2% จากนั้นน ามาวดัค่าการ
เจริญเติบโตของเช้ือท่ี OD 600nm ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer และน าเช้ือในแต่ละความเขม้ขน้มา 
spread ให้ทัว่ผิวหน้าอาหาร NA ความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า บ่มท่ี 24 ชม. นบัจ านวนและค านวณโคโลนี 
(วราภรณ์ และสุดฤดี, 2553)  
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2.3.8 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจัดสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในน ้าเสีย
สังเคราะห์ 

1) การเตรียมน า้เสียสังเคราะห์ (Synthetic wastewater) 
เตรียมน ้ าเสียสังเคราะห์จากการเล้ียงกุ้งทะเลให้มีองค์ประกอบคล้ายกบัน ้ าทิ้งจาก

การเล้ียงกุง้ทะเลจริงท่ีได้มีการตรวจวิเคราะห์ และท าการดดัแปลงจากวิธีของ O–Thong และคณะ 
(2003) และ Zokaeifar และคณะ (2014) โดยใช้น ้ าทะเลท่ีมีการเติม (NH4)2SO4 0.05 g/L, KNO3 
0.00203 g/L, NaNO2 0.026 g/L และอาหารเม็ดส า เ ร็จ รูปแบบจมส าหรับ เ ล้ียงกุ้ง  1.164 g/L 
(ไนโตรเจนเท่ากบั 0.065%) ในปริมาตรน ้ าทะเล 1 L ท าการปรับ pH ให้มีค่า 7.0 (Rajakumar et al., 
2008) 

2) การเตรียมกล้าเช้ือ Bacillus 
น า  Bacillus ท่ี มีคุณสมบัติเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying มาเ ล้ียงใน

อาหาร NB (2% NaCl) ปริมาตร 10 mL ต่อหลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขย่า 
ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 24 ชม. ท าการขยายเช้ือท่ีมีปริมาณเช้ือ 108 CFU/mL ใน
อาหารเล้ียงเช้ือ 500 mL  

3) การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus 
ท าการฆ่าเช้ือน ้ าเสียสังเคราะห์ ท่ีอุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 นาทีดว้ยหมอ้น่ึง

แรงดนัไอ (Autoclave) แบ่งการทดลองออกเป็น 2 ชุดการทดลอง จ านวน 3 ซ ้ า คือ ชุดทดลองแบบ
ไม่ให้อากาศ (ท าในฟลาสก์ เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที) และชุดทดลองแบบให้อากาศ 
(ท าในขวดแกว้ส าหรับทดลองใหอ้ากาศดว้ยการเติมอากาศจากท่อลม) (ภาพท่ี 7) 

ชุดควบคุมในชุดทดลองแบบไม่ใหอ้ากาศ ประกอบดว้ย น ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีผา่นการ
ฆ่าเช้ือ ปริมาตร 160 mL/ฟลาสก ์และไม่มีการกลา้เติมเช้ือ Bacillus  

ชุดทดลองแบบไม่ให้อากาศ ประกอบด้วย น ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ 
ปริมาตร 160 mL/ฟลาสก ์และกลา้เช้ือ Bacillus อตัราส่วน 1% (1.6 mL) และ 5% (8 mL) (v/v)  

ชุดควบคุมในชุดทดลองแบบใหอ้ากาศ ประกอบดว้ย น ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือ ปริมาตร 600 mL/ขวดแกว้ และไม่มีการกลา้เติมเช้ือ Bacillus  

ชุดทดลองแบบให้อากาศ ประกอบดว้ย น ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ ปริมาตร 
600 mL/ขวดแกว้ และกลา้เช้ือ Bacillus อตัราส่วน 1% (6 mL) และ 5% (30 mL) (v/v)   
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โดยทดลองเป็นระยะเวลา 7 วนั ซ่ึงจะแบ่งท าการทดสอบโดยเร่ิมจากทดสอบ
ประสิทธิภาพของ Bacillus ในชุดทดลองแบบไม่ใหอ้ากาศก่อน ตามดว้ยท าการทดสอบในชุดทดลอง
แบบให้อากาศ โดยเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในวนัท่ี 0 ของการทดลอง ในอตัราส่วน (v/v) ส าหรับ
ทดสอบปริมาตรท่ีเหมาะสมในการใชท้ดสอบประสิทธิภาพของเช้ือ (Sangnoi et al., 2017) และ
ท าการศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus ในการบ าบดัน ้าเสียสังเคราะห์โดยวิเคราะห์ค่าแอมโมเนีย ไน
ไตรท ์และไนเตรทในวนัท่ี 0, 4 และ 7 ดงัตารางท่ี 9 

  

ภาพที ่7 ชุดการทดลองทดสอบประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนของ Bacillus (a) 
ชุดทดลองแบบไม่ให้อากาศ (b) ชุดทดลองแบบใหอ้ากาศ ในน ้าเสียสังเคราะห์ 

2.3.9 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ส าหรับการบ าบัดสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในน ้าทิง้จาก
การเลีย้งกุ้งทะเล 

1) การเตรียมกล้าเช้ือ Bacillus 
น า Bacillus จากการทดลองในขอ้ 2.3.8 ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการก าจดัสารอนิน 

ทรียไ์นโตรเจนมาเล้ียงในอาหาร NB (2% NaCl) ปริมาตร 10 mL ต่อหลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 
35°C ในตูบ้่มเช้ือแบบเขย่า ดว้ยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที นาน 24 ชม. ปิเปตกลา้เช้ือ Bacillus 
ปริมาตร 5 ml ท่ีมีปริมาณเช้ือ 108 CFU/ml มาขยายในอาหารเล้ียงเช้ือ 500 mL  

2) การเกบ็ตัวอย่างน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทะเล 
ท  าการเก็บตวัอยา่งน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) เฉพาะบ่อท่ีมี

การเล้ียงกุง้ในระยะสุดทา้ยก่อนจบัเพื่อจ าหน่าย โดยใชถ้งัเก็บน ้ าท่ีมีฝาปิดขนาด 40 L รองรับน ้ าทิ้ง
ผ่านท่อระบายน ้ าบริเวณขา้งบ่อเล้ียงให้เต็มภาชนะ ปิดฝาให้สนิท และน าน ้ ามาท าการตรวจสอบ
คุณภาพน ้าในพารามิเตอร์ แอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรท ในห้องปฏิบติัการทนัที เพื่อให้ทราบถึง
ขอ้มูลของค่าแอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรทในน ้าทิ้งเร่ิมตน้ ดงัตารางท่ี 9  

a b 



41 
 

 
   

 

3 

3) การเตรียมน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทะเล 
น าน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) (จากในวงเล็บ 2) มาท าการพกั

เป็นเวลา 3 วนั พร้อมทั้งใหอ้ากาศตลอดระยะเวลาการบ่ม เน่ืองจากตอ้งการให้คุณภาพน ้ า โดยเฉพาะ
ค่าแอมโมเนีย และไนไตรท ์มีปริมาณความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มมากข้ึน และท าให้คุณภาพน ้ าทิ้งต ่าลง ซ่ึงจะ
มีค่าเกินมาตรฐานของคุณภาพน ้ าในการเพาะเล้ียงสัตว์น ้ าชายฝ่ัง ก่อนน าไปท าการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนของ Bacillus  

4) การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทะเล  
น าน ้ าทิ้งท่ีไดจ้ากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) แบ่งการทดลองออกเป็น 

2 ชุดการทดลอง คือ ชุดการทดลองท่ีท าใหป้ราศจากเช้ือ 1 ชุด และชุดการทดลองท่ีไม่ไดรั้บการท าให้
ปราศจากเช้ือ 1 ชุด ดงัน้ี 

ชุดการทดลองท่ีท าให้ปราศจากเช้ือ ประกอบดว้ย น ้ าทิ้งท่ีไดจ้ากการเล้ียงกุง้ท่ีผ่าน
การฆ่าเช้ือ ปริมาตร 2 L/ขวดโหล และกลา้เช้ือ Bacillus อตัราส่วน 1% (20 mL) และ 5% (100 mL) 
(v/v) ส าหรับชุดควบคุมนั้นจะใชน้ ้ าทิ้งท่ีไดจ้ากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ ปริมาตร 2 L/ขวดโหล 
และไม่มีการเติมกลา้เช้ือ Bacillus  

ชุดการทดลองท่ีไม่ไดรั้บการท าให้ปราศจากเช้ือ ประกอบดว้ย น ้ าทิ้งท่ีไดจ้ากการ
เล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ ปริมาตร 2 L/ขวดโหล และกลา้เช้ือ Bacillus อตัราส่วน 1% (20 mL) และ 
5% (100 mL) (v/v) ส าหรับชุดควบคุม ใชน้ ้ าทิ้งท่ีไดจ้ากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ ปริมาตร 2 L/
ขวดโหล และไม่มีการเติมกลา้เช้ือ Bacillus  

โดยในแต่ละชุดการทดลองแบ่งเป็นชุดควบคุมจ านวน 2 ใบ (ชุดควบคุมของความ
เขม้ขน้ของกลา้เช้ือ อยา่งละ 1 ซ ้ า) และชุดทดสอบความเขม้ขน้ของกลา้เช้ือ อย่างละ 3 ซ ้ า (ภาพท่ี 8) 
บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 7 วนั ซ่ึงแบ่งท าการทดสอบ โดยเร่ิมจากทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus 
ในชุดทดลองน ้ าทิ้งท่ีผา่นการฆ่าเช้ือก่อน ตามดว้ยท าการทดสอบในชุดทดลองน ้ าทิ้งท่ีไม่ผา่นการฆ่า
เช้ือ ในทุก ๆ วนัท่ี 0, 4 และ 7 ของการทดลอง น าน ้ าทั้ง 2 ชุดการทดลองไปวิเคราะห์คุณภาพน ้ าตาม
ตารางท่ี 10  
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ภาพที ่8 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในการบ าบดัน ้าทิ้งจากการเพาะเล้ียงกุง้ขาว 
(Litopenaeus vannamei) 

ตารางที ่10 วธีิการวเิคราะห์คุณภาพน ้า 

Parameter Method Reference 
Ammonia (mg–N/L)  
Nitrite (mg–N/L) 
Nitrate (mg–N/L)  
Orthophosphate (mg–P/L) 
Total suspended solid (mg/L) 
Dissolved oxygen (mg/L) 
pH 
Temperature (°C) 
Salinity (ppt) 
Conductivity (μs/cm) 

Phenol–hypochlorite method  
Colorimetric method 
Cadmium reduction method  
Ascorbic acid 
Gravimetric method  
Dissolved oxygen Meter 
pH meter 
Thermometer 
Salinity refractometer  
Conductivity meter 

Strickland and Parsons (1972) 
Strickland and Parsons (1972) 
Strickland and Parsons (1972) 
Strickland and Parsons (1972) 
กรมประมง (2546ข) 

– 
– 
– 
– 
– 

2.3.10 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ขอ้มูลโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว  (One way 
analysis of variance, ANOVA) โดยเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าพารามิเตอร์คุณภาพน ้ า ไดแ้ก่ 
Ammonia, Nitrite, Nitrate, Orthophosphate, Total suspended solid, Salinity, Dissolved oxygen, pH, 
Temperature และ Conductivity วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's new multiple 
range test (DMRT) method ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% และใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์ทางสถิติ (SPSS) 
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บทที ่3 
 

ผลการศึกษา 

3.1 การคัดแยก Bacillus ตามลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งน ้ า และตวัอยา่งดินทั้งหมดจ านวน 96 ไอโซเลท 
ซ่ึงมาจากการคดัแยกเช้ือ 3 วิธี ไดแ้ก่ 1) วิธีเจือจางตวัอยา่ง (Serial dilution method) ไดจ้  านวน 32 
ไอโซเลท 2) วิธีให้ความร้อน (Heat treatment) ไดจ้  านวน 32 ไอโซเลท และ 3) วิธีเพิ่มจ านวนดว้ย
อาหารเล้ียงเช้ือ และให้ความร้อน (Enrichment and heat treatment) ไดจ้  านวน 32 ไอโซเลท เม่ือน า
แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดท้ั้งหมดมาศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยา พบว่า ลกัษณะโคโลนีท่ีผ่านการบ่ม
เป็นเวลา 24–48 ชม. ท่ีอุณหภูมิ 35°C ส่วนใหญ่มีลกัษณะโคโลนีกลมขอบหยกั มีสีขาว สีครีม สีส้ม
ครีม และสีเหลืองครีม เม่ือท าการยอ้มแกรม พบวา่ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปแท่ง มีโครงสร้าง
ของเอนโดสปอร์ จ านวน 50 ไอโซเลท และทดสอบทางชีวเคมีของกลุ่ม Bacillus พบว่า การ
ทดสอบ Catalase และการทดสอบ Oxidase ให้ผลบวก จ านวน 32 ไอโซเลท ซ่ึงวิธีการคดัแยกเช้ือ
แบบให้ความร้อน (Heat treatment) คดัแยกเช้ือ Bacillus ไดสู้งสุด จ านวน 15 ไอโซเลท วิธี Serial 
dilution method จ านวน 14 ไอโซเลท และ วิธี Enrichment and heat treatment จ านวน 3 ไอโซเลท 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 9) 

 

ภาพที ่9 จ านวนไอโซเลท และผลการคดัแยกเช้ือ Bacillus ดว้ยวธีิ Serial dilution, Heat treatment 

และ Enrichment and heat treatment 



44 
 

 

3.2 การทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และการย่อยไนไตรท์  

จากการคดัแยกเช้ือ Bacillus จากตวัอย่างน ้ า และดินทั้งหมด จ านวน 32 ตวัอย่าง 
เม่ือน ามาทดสอบดว้ยวิธี Griess–Ilosvay method พบวา่มี 24 ตวัอย่าง (ภาพท่ี 10) ท่ีให้ผลทดสอบ
เป็นบวกดว้ย Nitrite reagent จากการคดัแยกไดด้งักล่าว มี 16 ไอโซเลทท่ีเร่ิมแสดงผลบวกตั้งแต่
วนัท่ี 1 ของการทดลองจนถึงวนัท่ี 11 ของการทดลอง คือ Bacillus TS24, TW24, BR001, TW34, 
HS12, HS21, HS41, HS42, HS44, HW24, HW31, HW32, HW33, HW34, HW44 และ EW24 มี 4 
ไอโซเลทท่ีให้ผลบวกหลงัจากวนัท่ี 7 ไปจนถึงวนัท่ี 11 ของการทดสอบคือ TS21, TW31, TW32 
และ BR002 ในขณะท่ี Bacillus TS23, TS41, ES33 และ EW23 ให้ผลเป็นบวกของการทดสอบจาก
วนัแรกไปจนถึงวนัท่ี 14 และมี 8 ไอโซเลทท่ีมีผลการทดสอบเป็นลบ (ไม่มีการเปล่ียนเป็นสีแดง
เม่ือทดสอบดว้ย Nitrite reagent)  

 

 

 

 

 
ภาพที ่10 การออกซิไดซ์แอมโมเนียและไนไตรทข์องเช้ือ Bacillus โดยวธีิ Griess–Ilosvay method 

  

32 Bacillus spp. 
 

8 Isolates  
(Negative) 

Griess–Ilosvay method 

24 Isolates 
(Positive) 
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3.3 การทดสอบคุณสมบัติของ Bacillus ต่อการเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying 
bacteria 

3.3.1 การทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย 

หลงัจากการเล้ียงเช้ือในอาหาร Heterotrophic nitrification medium ท่ีมีปริมาณ
แอมโมเนีย เ ร่ิมต้นเท่ากับ 378.29±24.31 mg–N/L พบว่า  Bacillus ท่ี มีความสามารถในการ
ออกซิไดซ์แอมโมเนียไดม้ากกว่า 80% จ านวน 8 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TW32, TS23, TS21, TW31, 
TW34, BR001, TW24 และ BR002 ท่ีมีค่า 87.78±13.74, 91.21±10.03, 91.77±13.90, 92.49±6.78, 
92.81±5.33, 92.92±9.88, 93.93±7.45 และ 94.25±4.74% ตามล าดบั (ภาพท่ี 11)  

3.3.2 การทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์ไนไตรท์ 

Bacillus ท่ีมีความสามารถในการออกซิไดซ์ไนไตรท์จากการเล้ียงเช้ือในอาหาร 
Nitrite denitrification medium ไดม้ากกวา่ 20% จ านวน 2 ไอโซเลท โดยมีปริมาณไนไตรทเ์ร่ิมตน้ 
102.42±2.74 mg–N/L ได้แก่ HS21 สามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์ได้ 28.72±2.73% และ BR001 
สามารถออกซิไดซ์ไนไตรทไ์ดม้ากท่ีสุด คือ 58.15±4.17% (ภาพท่ี 11) 

3.3.3 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรท 

หลงัจากเล้ียงเช้ือในอาหาร Denitrification medium ท่ีมีปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้ 
384.90±0.49 mg–N/L พบวา่มี Bacillus จ  านวน 6 ไอโซเลท ท่ีสามารถรีดิวซ์ไดม้ากกว่า 30% คือ 
BR001, TW24, TS41, TS24, TS23 และ TS21 มีค่าเท่ากบั 30.26±1.29, 33.73±0.37, 35.44±1.62, 
37.21±0.71 และ 40.55±0.76 ตามล าดบั โดยท่ี Bacillus TS21 สามารถรีดิวซ์ไนเตรทได้มากท่ีสุด 
เท่ากบั 46.75±1.19% (ภาพท่ี 11)  
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ภาพที ่11 ความสามารถในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย ไนไตรท ์และรีดิวซ์ไนเตรทของเช้ือ Bacillus จ  านวน 24 ไอโซเลท 
หมายเหตุ แท่งกราฟท่ีแสดงสัญลกัษณ์            คือ เช้ือ Bacillus ไอโซเลทท่ีสามารถออกซิไดซ์แอมโมเนีย ไนไตรท ์และรีดิวซ์ไนเตรทไดม้ากท่ีสุด 

 * คือสายพนัธ์ุ Bacillus ท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียไดสู้งสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ HNM 
 ** คือสายพนัธ์ุ Bacillus ท่ีออกซิไดซ์ไนไตรทไ์ดสู้งสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ NDM 
 *** คือสายพนัธ์ุ Bacillus ท่ีรีดิวซ์ไนเตรทไดสู้งสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ DM 
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3.4 การจัดจ าแนกชนิดของ Bacillus ด้วยเทคนิคชีววทิยาระดับโมเลกุล 

จากการคดัเลือก Bacillus 7 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TS21, TS23, BR001, TW24, TW31, 
BR002 และ TW34 ท่ีมีประสิทธิภาพมากกว่า 90% ในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และสามารถ
ท างานในกระบวนการออกซิไดซ์ไนไตรท ์และรีดิวซ์ไนเตรทไดดี้ มาศึกษาชนิดของแบคทีเรียโดย
ใช้ยีน  16S rDNA และ เทียบเ คียงความคล้ายคลึงกับฐานข้อ มูลล าดับนิวคลีโอไทด์ใน 
GenBank/EMBL/DDBJ พ บ ว่ า  TS23 มี ค่ า ค ว า ม ค ล้ า ย ค ลึ ง กับ  Bacillus pumilus แ ล ะ  B. 
australimaris ท่ีระดบั 97 และ 97% ตามล าดบั TW24 และ TW34 มีค่าความคลา้ยคลึงกบั B. subtilis 
ท่ีระดบั 99 และ 96% และ TW31 มีค่าความคลา้ยคลึงกบั B. cereus ท่ีระดบั 96% ในขณะท่ี BR001 
และ BR002 มีค่าความคลา้ยคลึงกบั B. tequilensis ท่ีระดบั 99 และ 99% ตามล าดบั (ตารางท่ี 11) 
ส าหรับ TS21ไม่สามารถระบุชนิดของ Bacillus ได ้เน่ืองจากในขั้นตอนของการสกดัดีเอ็นเอของ
เช้ือให้บริสุทธ์ิ การเพิ่มปริมาณ DNA รวมถึงการท าผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสุทธ์ินั้น ไม่พบผลการ
แสดงแถบแบนของ DNA ของเช้ือ แต่ยงัสามารถน าเช้ือ Bacillus sp. TS21 ไปท าการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเช้ือในขั้นตอนต่อไปได ้ซ่ึงผลการเทียบเคียงความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ของ Bacillus TS23, TW24, TW31, TW34 BR002 และ BR001 สอดคลอ้งกบัภาพแผนภูมิ
วิวฒันาการ (Phylogenetic tree) ดงัแสดงในภาพท่ี 12 ทั้งน้ี Bacillus spp. ไดท้  าการ Submitted        
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ไปท่ีฐานขอ้มูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ) และไดท้  าการ
ฝากเก็บ (Deposited) เช้ือ Bacillus BR001 และ Bacillus BR002 ท่ี Thailand Bioresource Research 
Center (TBRC) ดงัตารางท่ี 12 
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ตารางที ่11 ผลการวเิคราะห์และเทียบเคียงความคลา้ยคลึง (Similarity) ของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 
16S rDNA gene sequence ของแบคทีเรีย 

Isolate Identification Result 
Sequence 

(bp) 
Similarity 

(%) 
Accession 
Number 

TS23 Bacillus pumilus ZY05 
Bacillus australimaris H2 

566 
566 

97 
97 

GQ477159.1 
MK256796.1 

TW24 Bacillus subtilis APBSWPTB156 726 99 MG733629.1 
BR001 Bacillus tequilensis 10b 1416 99 AY197613 
TW31 Bacillus cereus DBT3SC1 749 96 GU122947.1 
BR002 Bacillus tequilensis 10b 1416 99 AY197613 
TW34 Bacillus subtilis CICC10028 788 96 AY881638.1 

ตารางที ่12 รหสันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA (Accession numbers) ในฐานขอ้มูล DNA Data 
Bank of Japan (DDBJ) ของ Bacillus spp. ท่ีไดจ้ากการคดัแยก 

Isolate Accession number Deposit number 
TS23 LC460865 – 
TW24 LC460866 – 
BR001 LC460863 TBRC 10549 
TW31 LC460867 – 
BR002 LC460864 TBRC 10550 
TW34 LC460868 – 
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ภาพที ่12 แผนภูมิววิฒันาการของ Bacillus spp. ท่ีคดัแยกไดโ้ดยศึกษาจากยนี 16S rDNA (Bar=0.02) 

 

100 

100 

 Bacillus sp. TS23 (LC460865) 

 Bacillus australimaris MCCC1A05787T (JX680098) 
 Bacillus safensis FO–036bT (AF234854) 
 Bacillus pumilus ATCC 7061T (AY876289) 

 Bacillus sp. TW31 (LC460867) 
 Bacillus cereus NVH 391–98T (AM747234) 

 Bacillus sp. TW34 (LC460868) 
 Bacillus tequilensis 10bT (AY197613) 
 Bacillus sp. BR001 TBRC10549T (LC460863) 
 Bacillus sp. BR002 TBRC10550T (LC460864) 

 Bacillus sp. TW24 (LC460866) 
 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum KCTC 13429T (AMXN01000021) 

0.02 

99 

92 

72 

74 

96 

98 

 

 
  Bacillus subtilis subsp. stercoris D7XPN1

T
 (JHCA01000027) 

100 



50 
 

 

49 

3.5 การศึกษาความเค็ม และ pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus 

การศึกษากราฟการเจริญเติบโตของ Bacillus spp. ในกราฟมาตรฐานการ
เจริญเติบโตของ Bacillus (ภาพท่ี 13, 14) แสดงให้เห็นวา่ Bacillus มีการเจริญเติบโตท่ีเพิ่มข้ึน และ
ลดลงในการทดสอบหาค่าความเค็ม และ pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ซ่ึงการเพิ่มข้ึนของ
กราฟ และจุดสูงสุดของกราฟ ณ ค่า Optical density ต่าง ๆ พบวา่ เป็นช่วงของการเจริญเติบโตของ
เช้ือท่ีดีท่ีสุด หลงัจากนั้นกราฟมีการเปล่ียนแปลง โดยค่อย ๆ ลดลง พบวา่ เป็นการเจริญเติบโตของ 
Bacillus ท่ีลดลงในระหวา่งท าการทดลอง 

3.5.1 การศึกษาความเค็มที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 

ความเค็มท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus 7 ไอโซเลท โดยพิจารณา
จากประสิทธิภาพการออกซิไดซ์แอมโมเนียไดม้ากกวา่ 90% จากการทดสอบคุณสมบติัต่อการเป็น 
Heterotrophic nitrifying–denitrifying bacteria พบวา่ Bacillus TS23 และ TW24 (ภาพท่ี 13 B, D) มี
ช่วงการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเค็ม 0.5–2.5% (5–25 ppt) ท่ี OD600 1.0 Bacillus TS21 และ TW34 มี
ช่วงการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเค็ม 1.5–2.5% (15–25 ppt) ท่ี OD600 0.8–1.0 (ภาพท่ี 13 A, G) 
ขณะท่ี Bacillus BR002 มีช่วงการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเค็ม 0.5–4% (5–40 ppt) ท่ี OD600 1.0 
(ภาพท่ี 13 F) Bacillus TW31 มีช่วงการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเค็ม 1.5–4% (15–40 ppt) ท่ี OD600 
1.0 (ภาพท่ี 13 E) และ Bacillus BR001 มีช่วงการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเค็ม 2–4% (20–40 ppt) ท่ี 
OD600 1.0 (ภาพท่ี 13 C) นัน่แสดงให้เห็นวา่เช้ือ Bacillus spp. ท่ีคดัแยกไดส้ามารถเจริญไดใ้น
สภาวะท่ีมีความเคม็ และเป็นช่วงความเคม็ท่ีใชใ้นการเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง 

3.5.2 การศึกษา pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโต 

จากผลในภาพท่ี 14 (A, B) pH 7.5 เป็นค่าท่ี Bacillus TS21 และ TS23 มีค่าการ
เจริญเติบโตท่ีสูงสุด และ Bacillus TW24 และ TW31 มีการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีสุดท่ี pH 7 (ภาพท่ี 14 
D, E) โดยเร่ิมมีค่าการเจริญเติบโตในช่วง pH 7–8 จากนั้นค่าการเจริญเติบโตค่อย ๆ ลดลง ในขณะท่ี 
BR002 มีค่าการเจริญเติบโตสูงสุดท่ี pH 8 (ภาพท่ี 14 F) BR001 และ TW34 มีค่าการเจริญเติบโต
สูงสุดท่ี pH 7.5 (ภาพท่ี 14 C, G) ซ่ึงช่วงการเจริญเติบโตอยูท่ี่ pH เท่ากบั 6.5–8 และลดลงในช่วง 
pH 8.5–10.5 
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ภาพที ่13 ความเคม็ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus 
หมายเหตุ  สัญลกัษณ์ (A), (B), (C), (D), (E), (F) และ (G) คือ การเจริญเติบโตของ Bacillus 

TS21, TS23, BR001, TW24, TW31, BR002 และ TW34 ตามล าดบั  
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ภาพที ่14 pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus 
หมายเหตุ  สัญลกัษณ์ (A), (B), (C), (D), (E), (F) และ (G) คือ การเจริญเติบโตของ Bacillus 

TS21, TS23, BR001, TW24, TW31, BR002 และ TW34 ตามล าดบั   
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3.6 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจัดสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในน ้าเสีย
สังเคราะห์ 

3.6.1 การเปลีย่นแปลงของแอมโมเนียในระหว่างการทดลอง  

ในการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ต่อการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจน
ในน ้าเสียสังเคราะห์เป็นเวลา 7 วนั พบวา่ Bacillus จ  านวน 7 ไอโซเลท ในปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ี 
1% และ 5% สามารถลดปริมาณแอมโมเนียในน ้ าเสียสังเคราะห์ทั้ง 2 ชุดการทดลองไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 
และมีการลดลงอย่างต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง ซ่ึงแตกต่างกับชุดควบคุม (Control) 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 15) 

1) ชุดการทดลองแบบไม่ให้อากาศ 
ชุดการทดลองแบบไม่ให้อากาศท่ี เติมกล้า เ ช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% มี

ความสามารถในการลดแอมโมเนีย พบวา่ ในวนัท่ี 7 ของการทดลอง Bacillus TS21, TS23, BR001, 
TW24, TW31, BR002 และ TW34 สามารถลดแอมโมเนียได ้76.60, 85.20, 83.42, 83.38, 84.22, 
84.22 และ 81.58% ตามล าดบั (ปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตน้เท่ากบั 1.50±0.03–1.53±0.04 mg–N/L) 
(ภาพท่ี 15 A) และชุดทดลองแบบไม่ให้อากาศท่ีเติมปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 5% พบวา่ Bacillus 
TS21, TS23, BR001, TW24, TW31, BR002 และ TW34 มีความสามารถในการลดแอมโมเนียได ้
81.18, 92.72, 93.19, 89.36, 87.14, 89.71 และ 86.02% ตามล าดบั (ปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตน้เท่ากบั 
1.13±0.05–1.79±0.03 mg–N/L) (ภาพท่ี 15 B) ประสิทธิภาพของเช้ือ Bacillus ทั้งสองความเขม้ขน้
ลดไดดี้กว่าชุดควบคุม ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยชุดควบคุมสามารถลด
แอมโมเนียได้เพียง 22.34% (ชุดควบคุมของการใช้กล้าเช้ือปริมาณ 1%) และมีการเพิ่มข้ึนของ
แอมโมเนีย 32.26% ในชุดควบคุมของการใชก้ลา้เช้ือปริมาณ 5%  

2) ชุดการทดลองแบบให้อากาศ 
ชุดการทดลองแบบให้อากาศท่ีเติมปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% พบว่า Bacillus 

TS21, TS23, BR001, TW24, TW31, BR002 และ TW34 สามารถลดแอมโมเนียได้ 75.59, 88.66, 
84.49, 83.82, 85.00, 85.00 และ 85.30% ตามล าดบั (ปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตน้เท่ากบั 1.50±0.03–
1.53±0.04 mg–N/L) (ภาพท่ี 15 C) ในขณะท่ีชุดการทดลองแบบให้อากาศ เม่ือเติมปริมาณกลา้เช้ือ 
Bacillus 5% มีการลดลงของแอมโมเนีย โดย Bacillus TS21, TS23, BR001, TW24, TW31, BR002 
และ TW34 เท่ากบั 96.34, 99.23, 94.29, 97.50, 97.36, 88.86 และ 93.98% ตามล าดบั (ปริมาณ
แอมโมเนียเร่ิมตน้เท่ากบั 1.13±0.05–1.79±0.03 mg–N/L) (ภาพท่ี 15 D) โดยมีความแตกต่างกบัชุด  
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ควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงชุดควบคุมสามารถลดแอมโมเนียไดเ้พียง 33.35% 
(ชุดควบคุมของการใชก้ลา้เช้ือปริมาณ 1%) และมีการเพิ่มข้ึนของแอมโมเนีย 9.64% ในชุดควบคุม
ของการใชก้ลา้เช้ือปริมาณ 5% 

เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการใช้ปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ใน
ชุดการทดลองแบบไม่ให้อากาศมีแนวโนม้ท่ีไม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 18 A, 18 B) ในขณะท่ีชุดการ
ทดลองแบบให้อากาศ การเติมปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 5% มีแนวโนม้ท่ีสามารถลดแอมโมเนียได้
สูงกวา่ปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% (ภาพท่ี 18 C, 18 D) 
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ภาพที ่15 การเปล่ียนแปลงของปริมาณแอมโมเนียหลงัการใช ้Bacillus ในชุดทดลองน ้ าเสียสังเคราะห์ 
หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองแบบไม่ใหอ้ากาศ, (C, D) คือ ชุดการทดลองแบบใหอ้ากาศ ดว้ยปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ตามล าดบั 
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3.6.2 การเปลีย่นแปลงของไนไตรท์ในระหว่างการทดลอง  

ในการทดลองทั้ ง 2 ชุดการทดลองกล้าเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% สามารถลด
ปริมาณไนไตรท์ไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง ซ่ึงแตกต่างจากชุดควบคุม 
(Control) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 16) 

1) ชุดการทดลองแบบไม่ให้อากาศ 
เม่ือเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% มีการลดลงของไนไตรทใ์นระหว่างการ

ทดลอง ยกเวน้ชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TS23 และชุดควบคุมมีปริมาณไนไตรทเ์พิ่มข้ึนในวนัท่ี 
4 เท่ ากับ  0.12±0.01 และ 0.22±0.04 mg–N/L นั่นคือ  มีไนไตรท์ เพิ่ม ข้ึน 20.32 และ 37.55% 
ตามล าดบั ในวนัท่ี 7 Bacillus BR001 สามารถลดไนไตรท์ไดม้ากท่ีสุด 0.55±0.01 mg–N/L หรือ 
89.66% โดยมีปริมาณไนไตรทเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 0.61±0.01 mg–N/L (ภาพท่ี 16 A) ชุดการทดลองแบบ
ไม่ให้อากาศท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 5% มีการลดลงของไนไตรทใ์นระหว่างการทดลอง 
พบวา่ Bacillus TS21, BR002, ชุดควบคุม และ TS23 สามารถลดไนไตรทไ์ด ้94.08, 94.03, 90.57 
และ 90.12% ตามล าดบั ในชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TW24, TW31 และ TW34 มีการเพิ่มข้ึน
ของปริมาณไนไตรทต์ั้งแต่วนัท่ี 4 และมีการลดลงแต่ยงัคงมีปริมาณท่ีสูงกวา่วนัเร่ิมตน้จนถึงวนัท่ี 7 
ของการทดลอง (ปริมาณไนไตรทเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 0.57±0.05–0.64±0.04 mg–N/L) (ภาพท่ี 16 B) 

2) ชุดการทดลองแบบให้อากาศ 
ชุดการทดลองแบบให้อากาศท่ีมีการเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% สามารถ

ลดปริมาณของไนไตรทไ์ด ้ยกเวน้ชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TS23 มีปริมาณไนไตรทเ์พิ่มข้ึนใน
วนัท่ี 4 เท่ากบั 0.25±0.02 mg–N/L หรือ 41.02% และ พบวา่ Bacillus TW24 สามารถลดไนไตรทไ์ด้
มากท่ีสุด เท่ากบั 88.70% คงเหลือปริมาณไนไตรท ์0.06±0.06 mg–N/L จากปริมาณไนไตรทเ์ร่ิมตน้ 
0.53±0.05 mg–N/L (ภาพท่ี 16 C) และในชุดการทดลองท่ีมีการเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 5% 
พบวา่ Bacillus BR002, BR001, TW34, TS21 และ TW31 สามารถลดไนไตรทไ์ด ้76.92, 73.46, 
67.47, 58.05 และ 31.03% ตามล าดบั ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TS23, ชุดควบคุม และ 
TW24 มีการเพิ่มข้ึนของปริมาณไนไตรทต์ั้งแต่วนัท่ี 4 เท่ากบั 1.16±0.01, 0.85±0.01 และ 0.65±0.01 
mg–N/L (หรือคิดเป็น 96.17, 32.32 และ 13.60% ตามล าดบั) (ภาพท่ี 16 D) 
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จากผลการทดลองการเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% ในชุดการทดลองแบบ
ไม่ใหอ้ากาศ และใหอ้ากาศ มีประสิทธิภาพในการลดไนไตรท์ไดดี้ในวนัท่ี 7 ของการทดลอง (ภาพ
ท่ี 18 A, 18 C) ซ่ึงกล้าเช้ือ Bacillus 1% ทั้ง 2 ชุดการทดลองสามารถลดไนไตรท์ได้สูงกว่าชุด
ควบคุม (ภาพท่ี 18 A, 18 C) ส่วนประสิทธิภาพการลดไนไตรทข์องการกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 
5% ในชุดการทดลองแบบใหอ้ากาศมีผลใหป้ริมาณไนไตรทล์ดลงไดดี้กวา่ชุดควบคุม (ภาพท่ี 18 B, 
18 D) และจากผลการทดลองทั้ง 2 แบบ พบวา่ ในชุดการทดลองแบบไม่ให้อากาศ กลา้เช้ือ Bacillus 
มีแนวโนม้สามารถลดไนไตรทไ์ดดี้กวา่ในชุดทดลองแบบใหอ้ากาศ (ภาพท่ี 16) ซ่ึงปริมาณไนไตรท์
มีแนวโนม้ลดลงในปริมาณท่ีมากกวา่ชุดทดลองแบบให้อากาศในวนัท่ี 4 และมีการลดลงเพิ่มข้ึนใน
วนัท่ี 7 อยา่งต่อเน่ือง 

กล้าเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% มีแนวโน้มสามารถลดไนไตรท์ได้ดีกว่ากล้าเช้ือ 
Bacillus ปริมาณ 5% ทั้งน้ียงัมีผลต่อการสะสมปริมาณไนไตรทใ์นระบบไดน้อ้ยกวา่การใชก้ลา้เช้ือ 
Bacillus ปริมาณ 5% ซ่ึงในชุดการทดลองท่ีมีการใช้กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1 % มีเพียง Bacillus 
TS23 ท่ีมีการสะสมไนไตรทห์ลงเหลือภายในระบบ (ภาพท่ี 16) 
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ภาพที ่16 การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนไตรทห์ลงัการใช ้Bacillus ในชุดทดลองน ้าเสียสังเคราะห์ 

หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองแบบไม่ใหอ้ากาศ, (C, D) คือ ชุดการทดลองแบบใหอ้ากาศ ดว้ยปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ตามล าดบั 
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3.6.3 การเปลีย่นแปลงของไนเตรทในระหว่างการทดลอง  

ในการทดลองทั้ ง 2 ชุดการทดลองกล้าเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% สามารถลด
ปริมาณไนเตรทไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง ซ่ึงแตกต่างจากชุดควบคุม 
(Control) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 17) 

1) ชุดการทดลองแบบไม่ให้อากาศ 
จากการทดลอง พบวา่ การเติมกลา้เช้ือ Bacillus BR002, BR001, TW34, TW31 

และ TW24 ปริมาณ 1% มีการลดลงของไนเตรทเท่ากบั 86.91, 80.23, 78.28, 60.69 และ 24.99% 
ตามล าดับ ซ่ึงแตกต่างกับชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยชุดทดลองท่ีเติม 
Bacillus TS21, TS23 และชุดควบคุมมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณไนเตรท 88.25, 81.60 และ 72.88% 
ตามล าดบั โดยในการทดลองมีปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้เท่ากบั 0.51±0.01–0.61±0.03 mg–N/L (ภาพ
ท่ี 17 A) ส าหรับชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 5% พบวา่ Bacillus TS23, BR002, 
TS21, TW34 และ TW24 มีความสามารถในการลดไนเตรทไดเ้ท่ากบั 98.37, 96.87, 96.25, 84.60 
และ 73.60% ตามล าดบั โดย Bacillus TW23 สามารถลดไนเตรทจาก 0.60±0.06 mg–N/L เหลือ
เพียง 0.01±0.07 mg–N/L (ภาพท่ี 17 B) 

2) ชุดการทดลองแบบให้อากาศ 
หลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus 1% ชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TS23 มีปริมาณไน

เตรทเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 แลว้ลดลงในวนัท่ี 7 ขณะท่ีชุดควบคุม ปริมาณไนเตรทไดเ้พิ่มข้ึนในวนัท่ี 7 
เท่ากบั 58.80% ชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TW34, TW24, BR002, BR001, TS21 และ TW31 
สามารถลดไนเตรทไดเ้ท่ากบั 82.06, 79.11, 74.66, 75.79, 71.66 และ 54.93% ตามล าดบั (ภาพท่ี 17 
C) ปริมาณไนเตรทมีการลดต่อเน่ืองตั้งแต่วนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง ปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้
เท่ากบั 0.51±0.01–0.61±0.03 mg–N/L และชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus 5% ของ Bacillus 
BR001, BR002, TW34 สามารถลดไนเตรทในวนัท่ี 7 ไดเ้ท่ากบั 49.08, 44.10 และ 31.80% 
ตามล าดบั โดยการเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 5% สามารถท าให้ปริมาณไนเตรทลดลงได้ดี
ตั้งแต่วนัท่ี 4 ของการทดลองต่างกบัชุดควบคุม ท่ีมีการเพิ่มข้ึนของไนเตรท 20.68% ซ่ึงแตกต่างกนั
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และ Bacillus TW34 สามารถลดไนเตรทจากปริมาณเร่ิมต้น 
0.55±0.06 mg–N/L เหลือเพียง 0.00±0.01 mg–N/L (99.56%) (ภาพท่ี 17 D)   
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การใช้กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ทั้ง 2 แบบของชุดการทดลองมี
แนวโน้มท่ีแตกต่างกนั โดยกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% มีแนวโนม้สามารถลดไนเตรทไดดี้กว่า
การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% และยงัส่งผลท าให้ปริมาณการสะสมไนเตรทในระบบมีน้อย
กว่าปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้ (ภาพท่ี 18) ซ่ึงการทดสอบการใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ทั้ง 7 ไอโซเลท ใน
ปริมาณ 1% มีเพียงกลา้เช้ือ Bacillus TS21 และ TS23 ท่ีส่งผลท าให้มีการสะสมไนเตรทในระหวา่ง
การทดลอง ซ่ึงแตกต่างกบัการใช้ Bacillus ในปริมาณ 5% ถึงแมใ้นวนัท่ี 4 ของการทดลองการจะ
สามารถท าใหไ้นเตรทลดลงไดดี้ แต่ก็ส่งผลใหมี้การสะสมไนเตรทในวนัท่ี 7 ของการทดลอง ไดแ้ก่ 
ชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus TS21, TS23, TW24 และ TW31 (ภาพท่ี 17) 
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ภาพที ่17 การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนเตรทหลงัการใช ้Bacillus ในชุดทดลองน ้าเสียสังเคราะห์ 
หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองแบบไม่ใหอ้ากาศ, (C, D) คือ ชุดการทดลองแบบใหอ้ากาศ ดว้ยปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ตามล าดบั 
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ภาพที่ 18 ประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจดัแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทในน ้ าเสีย
สังเคราะห์ในระยะเวลา 7 วนั  
หมายเหตุ (A) คือ ประสิทธิภาพของกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% (ไม่ใหอ้ากาศ) 

(B) คือ ประสิทธิภาพของกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% (ไม่ใหอ้ากาศ) 
(C) คือ ประสิทธิภาพของกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% (ใหอ้ากาศ) 
(D) คือ ประสิทธิภาพของกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% (ใหอ้ากาศ)  
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3.7 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจัดสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในน ้าจากการเลีย้ง
กุ้งทะเล 

3.7.1 การเปลีย่นแปลงของแอมโมเนียในระหว่างการทดลอง 

จากการทดลองกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจาก
การเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ แอมโมเนียมีการลดลงไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 ของการทดลอง ซ่ึง
แตกต่างกบัชุดควบคุม (Control) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)  

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
การเติมกลา้เช้ือ Bacillus TS21, BR002 และ BR001 ในปริมาณ 1% ส่งผลให้

ปริมาณแอมโมเนียลดลงจากแอมโมเนียเร่ิมตน้ 16.57±2.37–23.22±6.05 mg–N/L เหลือปริมาณ 
6.98±1.90–7.39±1.85 mg–N/L (ภาพท่ี 19 A) หรือเท่ากับ 69.93, 60.57 และ 60.10% ตามล าดับ 
(ภาพท่ี 20 A) หลงัจากวนัท่ี 4 จนถึงวนัท่ี 7 ปริมาณแอมโมเนียมีการเพิ่มข้ึน แต่ Bacillus ทั้ง 3 ไอ
โซเลท ยงัคงมีประสิทธิภาพในการลดแอมโมเนีย โดย Bacillus TS23 สามารถลดแอมโมเนียได ้
62.03% ในวนัท่ี 7 ซ่ึงแตกต่างกบัชุดควบคุมท่ีมีการเพิ่มข้ึน 23.47% อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) เช่นเดียวกบัการเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ส่งผลให้ปริมาณแอมโมเนียลดลงไดดี้
ในวนัท่ี 4 Bacillus BR002, TS23, BR001 และ TW31 ลดแอมโมเนียได ้66.10, 64.92, 59.78 และ 
46.42% ตามล าดบั (ภาพท่ี 20 A) และ Bacillus BR001 สามารถลดแอมโมเนียไดต่้อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 
7 แอมโมเนียจาก 20.24±4.33 mg–N/L เหลือ 6.46±1.52 mg–N/L (ลดลง 68.06%) (ภาพท่ี 19 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
กล้าเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% มีประสิทธิภาพในการลดแอมโมเนียได้ต่อเน่ือง

ตั้งแต่วนัท่ี 4 และลดลงไดดี้ในวนัท่ี 7 Bacillus BR001, TS21, TW31, TW24 และ TS23 มีผลท าให้
แอมโมเนียเร่ิมตน้จาก 28.08±8.45–36.49±1.23 mg–N/L เหลือ 8.67±0.38–12.60±3.67 mg–N/L 
(ภาพท่ี 19 C) โดยคิดเป็น 76.77, 76.45, 66.49, 64.16 และ 63.28% ตามล าดบั ในขณะท่ี Bacillus 
TW34 และ BR002 สามารถลดแอมโมเนียในวนัท่ี 4 ไดดี้กวา่วนัท่ี 7 เท่ากบั 67.36 และ 65.46% 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 20 B) ซ่ึงแตกต่างกบัชุดควบคุมท่ีแอมโมเนียมีการลดลงเพียง 6.82% อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เช่นเดียวกบั Bacillus TS23, TW31, BR002 และ BR001 ปริมาณ 5% 
สามารถลดแอมโมเนียได ้35.76, 27.00, 24.95 และ 12.01% (ภาพท่ี 20 B) ตามล าดบั ซ่ึงระหวา่ง
วนัท่ี 5 ถึง 7 มีการเพิ่มข้ึนของปริมาณแอมโมเนีย (ภาพท่ี 19 D) Bacillus TS21, TW24 และ TW34 
สามารถลดแอมโมเนียได้ต่อเน่ืองจากวนัท่ี 4 จนถึงส้ินสุดการทดลองลดลงได้ 44.31–63.74% 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 20 B)  
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การใช้กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่
ผา่นการฆ่าเช้ือมีประสิทธิภาพในการลดแอมโมเนียไดดี้ในวนัท่ี 4 และลดลงอย่างต่อเน่ืองจนถึง
วนัท่ี 7 ของการทดลอง โดยการลดลงของแอมโมเนียในวนัท่ี 4ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียง
กุง้ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือมีแนวโน้มลดลงดีกว่าในชุดทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
(ภาพท่ี 19 A, 19 C) ขณะท่ีการใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ทั้ง 2 ชุดการทดลองสามารถลด
แอมโมเนียได้ดีในวนัท่ี 4 โดยในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุ้งท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ กล้าเช้ือ 
Bacillus 5% ยงัคงมีแนวโนม้ในการลดแอมโมเนียไดดี้กวา่ในชุดทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่
ผา่นการฆ่าเช้ือ (ภาพท่ี 19 B, 19 D, 20) 

กลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือ และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ สามารถลดแอมโมเนียได้ดีในวนัท่ี 4 จนถึงวนัท่ี 7 ของการ
ทดลอง โดยประสิทธิภาพของเช้ือ Bacillus มีแนวโน้มท่ีแตกต่างกนั พบวา่ กลา้เช้ือ Bacillus ใน
ปริมาณ 1% มีการลดแอมโมเนียในระบบไดดี้กวา่การใชก้ลา้เช้ือ Bacillusในปริมาณ 5% (ภาพท่ี 20)  
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ภาพที ่19 การเปล่ียนแปลงของปริมาณแอมโมเนียหลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ, (C, D) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ
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ภาพที่ 20 ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในการลดแอมโมเนียในชุดทดลองน ้ า
จากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ (A) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

(B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 
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3.7.2 การเปลีย่นแปลงของไนไตรท์ในระหว่างการทดลอง 

จากการทดลองปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจาก
การเล้ียงกุง้ท่ีผ่าน และไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ มีการลดลงของไนไตรทไ์ดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 และ 7 ของการ
ทดลอง ซ่ึงแตกต่างกบัชุดควบคุม (Control) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)  

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
กลา้เช้ือ Bacillus TW34, BR002, TS23, TW31, TS21, BR001 และ TW24 ปริมาณ 

1% ส่งผลท าให้ปริมาณไนไตรท์ลดลงไดดี้ตั้งแต่ 34.36–75.82% ในวนัท่ี 4 โดยมีปริมาณไนไตรท์
เร่ิมตน้ 30.09±3.49 ถึง 36.74±12.95 mg–N/L (ภาพท่ี 21 A) หลงัจากนั้นปริมาณไนไตรท์มีการ
เพิ่มข้ึนระหวา่งการทดลอง Bacillus TW34 สามารถลดไนไตรทไ์ดสู้งสุดในวนัท่ี 4 และ 7 เท่ากบั 
75.82 และ 50.24% ตามล าดับ ซ่ึงแตกต่างกับชุดควบคุม ท่ีมีไนไตรท์เพิ่มข้ึน 37.84% อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 22 A) ในชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus TS21, BR002 
และ T23 ปริมาณ 5% มีปริมาณการลดลงได้ดีในวนัท่ี 4 เท่ากับ 46.04–56.32% และในชุดการ
ทดลองท่ีเติม Bacillus BR001, TW24, TS23 และ TW34 สามารถลดปริมาณไนไตรทไ์ดต่้อเน่ือง
จากวนัท่ี 4 จนถึงวนัท่ี 7 เท่ากบั 62.14, 52.88, 51.65 และ 34.71% ตามล าดบั (ภาพท่ี 22 A) ปริมาณ
ไนไตรทเ์ร่ิมตน้เฉล่ีย 32.48±7.10 mg–N/L ลดปริมาณไนไตรทเ์ฉล่ีย 16.31±1.04 mg–N/L (ภาพท่ี 
21 B)  

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ภาพท่ี 21 C พบว่า การเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ส่งผลท าให้ไนไตรท์

ลดลงได้ตั้ งแต่วนัท่ี 4 และลดได้ดีในวนัท่ี 7 ของการทดลองซ่ึงแตกต่างกับชุดควบคุมอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ปริมาณไนไตรท์เร่ิมตน้เฉล่ีย 30.68±8.69 mg–N/L ลดเหลือเพียง 
8.86±1.35 mg–N/L ในวนัท่ี 7 โดย Bacillus BR001, BR002, TW24, TW31, TS23 และ TS21 มี
ประสิทธิภาพในการลดไนไตรท์ได้ 80.25, 76.89, 76.24, 75.54, 73.79 และ 70.44% ตามล าดับ 
(ภาพท่ี 22 B) ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ส่งผลท าให้ปริมาณไน
ไตรท์ลดลงไดดี้ในวนัท่ี 4 และไนไตรท์มีการเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 7 ปริมาณไนไตรท์ในวนัเร่ิมตน้การ
ทดลองเท่ากบั 30.44±7.90 mg–N/L ลดเหลือเฉล่ีย 7.31±3.60 mg–N/L ในวนัท่ี 4 (ภาพท่ี 21 D) จาก
ประสิทธิภาพการลดไนไตรทข์อง Bacillus TS21, TS23, TW34, BR001, TW24, BR002 และ 
TW31 เท่ากบั 85.58, 84.54, 83.18, 82.60, 81.34, 81.01 และ 74.49% ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างกบัชุด
ควบคุมท่ีมีการลดลงของไนไตรทเ์พียง 13.58% อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 22 B) 
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การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือ และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ มีแนวโนม้ท่ีแตกต่างกนั พบวา่ ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการ
เล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ Bacillus 1% ส่งผลให้ปริมาณไนไตรทล์ดลงไดดี้ในวนัท่ี 4 และในชุดการ
ทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ Bacillus 1% ท าให้ไนไตรทล์ดลงไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 
และลดไดดี้ในวนัท่ี 7 ขณะท่ีการใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการ
เล้ียงทั้ง 2 ชุดการทดลองมีแนวโนม้ท่ีไม่แตกต่างกนั นัน่คือ Bacillus มีประสิทธิภาพท าให้ไนไตรท์
ลดลงไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 และ 7 ของการทดลอง 

กลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือ และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ สามารถลดปริมาณไนไตรท์ไดดี้ในวนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 ซ่ึง
ประสิทธิภาพของเช้ือ Bacillus มีแนวโนม้แตกต่างกนั โดยกลา้เช้ือ Bacillus 5% มีการลดไนไตรท์
ไดดี้กวา่การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% (ภาพท่ี 22)  
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ภาพที ่21 การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนไตรทห์ลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ, (C, D) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 
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ภาพที ่22 ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในการลดไนไตรท์ในชุดทดลองน ้ าจาก
การเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ (A) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

(B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 
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3.7.3 การเปลีย่นแปลงของไนเตรทในระหว่างการทดลอง 

จากการทดลองปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจาก
การเล้ียงกุ้งท่ีผ่าน และไม่ผ่านการฆ่าเช้ือมีการลดลงของไนเตรทตั้งแต่วนัท่ี 4 และ 7 ของการ
ทดลอง ดงัน้ี 

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
จากการทดลอง พบวา่ การเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ส่งผลท าให้ไนเตรท

ลดลงไดดี้ตั้งแต่วนัท่ี 4 ของการทดลอง ซ่ึงสามารถลดปริมาณไนเตรทไดเ้ฉล่ีย 64.81% (ภาพท่ี 24 
A) โดยมีปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้เฉล่ีย 45.27±12.01 mg–N/L และลดลงต ่าสุดเหลือ 9.86±0.11mg–
N/L ในวนัท่ี 4 ของชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus BR001 (ภาพท่ี 23 A) หลงัจากวนัท่ี 4 ในระหวา่ง
การทดลองจนถึงว ันท่ี  7 ปริมาณไนเตรทมีการเพิ่ม ข้ึน ซ่ึง  Bacillus TS21 และ BR002 มี
ประสิทธิภาพในการลดไนเตรทไดดี้ทั้งในวนัท่ี 4 (ลดไนเตรทได ้79.83 และ 68.70% ตามล าดบั) 
และวนัท่ี 7 สามารถลดไนเตรทได ้70.28 และ 66.46% ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างกบัชุดควบคุมท่ีมีการ
ลดลงของไนเตรทเพียง 7.66% อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ 
Bacillus ปริมาณ 5% ปริมาณไนเตรทลดลงไดดี้ตั้งแต่วนัท่ี 4 เฉล่ีย 16.24–77.92% และ 43.95–
74.99% ในวนัท่ี 7 (ภาพท่ี 23 A) โดย Bacillus BR001 มีประสิทธิภาพในการลดไนเตรทไดม้าก
ท่ีสุด จากปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้ 51.44±16.07 mg–N/L ลดลงได ้40.08±6.00 mg–N/L ในวนัท่ี 4 
และมีปริมาณไนเตรทเหลือ 12.87±0.09 mg–N/L ในวนัท่ี 7 ของการทดลอง (ภาพท่ี 23 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
จากภาพท่ี 23 C พบวา่ การเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% สามารถลดไนเตรท

ไดใ้นวนัท่ี 4 ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 Bacillus TS23, BR001, TW31, TW24, BR002 และ TW34 
สามารถลดปริมาณไนเตรทในวนัท่ี 4 ได ้52.93, 48.01, 33.15, 31.30, 22.26 และ 9.42% ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 24 B) จากปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้เฉล่ีย 53.87±15.85 mg–N/L ลดลงเฉล่ียเหลือ 29.36±2.79 
mg–N/L ในวนัท่ี 7 ซ่ึง Bacillus ทั้ง 6 ไอโซเลท ลดไนเตรทไดเ้ฉล่ีย 47.35% (วนัท่ี 7) เช่นเดียวกบั
ชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% สามารถลดไนเตรทไดต่้อเน่ืองจากวนัเร่ิมตน้ถึง
วนัท่ี 4 และลดลงไดดี้ในวนัท่ี 7 จากปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้เท่ากบั 48.72±6.73 ถึง 53.92±6.55 mg–
N/L ลดลงเฉล่ียเหลือ 27.20±0.31 mg–N/L ในวนัท่ี 7 (ภาพท่ี 23 D) โดยกลา้เช้ือ Bacillus TS23, 
TW24, TS21, BR001 และ TW34 สามารถลดไนเตรทได ้59.40, 54.44, 53.48, 40.92 และ 39.03% 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 24 B)  
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การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus 1% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือ และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ มีแนวโนม้ท่ีแตกต่างกนั พบวา่ ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือ กลา้เช้ือ Bacillus 1% ท าให้ปริมาณไนเตรทลดลงไดดี้ในวนัท่ี 4 ขณะท่ีในชุดการ
ทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ กลา้เช้ือ Bacillus 1% ลดไนเตรทไดใ้นวนัท่ี 4 
ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง และจากผลการทดสอบการใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 
ส่งผลต่อเปล่ียนแปลงของไนเตรทในระหวา่งการทดลอง โดยมีแนวโนม้ในลกัษณะเดียวกนักบัการ
ใชก้ลา้เช้ือ Bacillus 1% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ และไม่ผา่นการฆ่า
เช้ือ 

กลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ี
ผ่านการฆ่าเช้ือ และไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ สามารถลดไนเตรทได้ดีตั้ งแต่วนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 ซ่ึง
ประสิทธิภาพของเช้ือ Bacillus มีแนวโนม้ท่ีแตกต่างกนั โดยการลดลงของไนเตรทในวนัท่ี 4 เช้ือ 
Bacillus ในปริมาณ 1% มีประสิทธิภาพในการลดไนเตรทไดดี้กวา่กลา้เช้ือ Bacillus 5%  
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ภาพที ่23 การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนเตรทหลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ, (C, D) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ
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ภาพที่ 24 ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในการลดไนเตรทในชุดทดลองน ้ าจาก
การเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ  (A) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

(B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 
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3.7.4 การเปลีย่นแปลงของออร์โธฟอสเฟตในระหว่างการทดลอง 

จากการทดลองปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจาก
การเล้ียงกุง้ท่ีผ่าน และไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ มีการลดลงของออร์โธฟอสเฟตไดต่้อเน่ืองตั้งแต่วนัท่ี 4 
จนถึง 7 ของการทดลอง ดงัน้ี 

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
หลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus 1% ในชุดการทดลองพบวา่ ปริมาณออร์โธฟอสเฟต

มีการลดลงต่อเน่ืองจากวนัเร่ิมตน้จนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง ซ่ึงลดไดดี้ในวนัท่ี 7 โดยมีปริมาณ
ออร์โธฟอสเฟตเร่ิมตน้เฉล่ีย 7.86±0.29 mg–P/L ลดลงในวนัท่ี 4 เฉล่ียเหลือ 5.42±0.04 และวนัท่ี 7 
ลดเหลือ 2.18±0.19 mg–P/L ตามล าดบั (ภาพท่ี 25 A) ซ่ึงชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TW34 ส่งผล
ให้ปริมาณออร์โธฟอสเฟตลดลงมากท่ีสุดในวนัท่ี 4 มีค่า 0.30±0.00 mg–P/L (95.80%) และวนัท่ี 7 
Bacillus TW34, BR001 และ BR002 มีผลท าให้ลดลงเหลือเฉล่ีย 1.36±0.00 mg–P/L (84.20, 84.00
และ 83.90% ตามล าดบั) (ภาพท่ี 26 A) ชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus 5% ปริมาณออร์โธ
ฟอสเฟตมีการลดลงต่อเน่ืองเช่นเดียวกัน โดย Bacillus BR002 มีประสิทธิภาพท าให้ออร์โธ
ฟอสเฟตลดลงในวนัท่ี 4 มากท่ีสุดเท่ากบั 79.27% (ปริมาณออร์โธฟอสเฟตเร่ิมตน้เฉล่ีย 9.64±0.05 
mg–P/L) และ Bacillus 31 ท าให้ออร์โธฟอสเฟตลดลงมากท่ีสุดในวนัท่ี 7 เท่ากบั 88.89% (ภาพท่ี 
26 A) และมีออร์โธฟอสเฟตเหลืออยูใ่นระบบเท่ากบั 1.34±0.00 mg–P/L (ภาพท่ี 25 B) ซ่ึงแตกต่าง
กับชุดควบคุมท่ีมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณออร์โธฟอสเฟต 14.20% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ภาพท่ี 25 C พบว่า ปริมาณออร์โธฟอสเฟตลดลงในวนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 ชุดการ

ทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus TW34, BR001, TS23, TS21 และ BR002 ปริมาณ 1% ท าให้ออร์โธ
ฟอสเฟตลดลงไดดี้ในวนัท่ี 4 เท่ากบั 65.81, 57.66, 49.98, 36.42 และ 12.27% ตามล าดบั จาก
ปริมาณออร์โธฟอสเฟตเร่ิมตน้เฉล่ีย 3.82±0.04 mg–P/L ลดเหลือเฉล่ีย 2.33±0.03 mg–P/L ซ่ึงในชุด
การทดลองท่ีเติม Bacillus TS23, TS21, TW34 และ BR002 มีการลดลงอยา่งต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 
เหลือปริมาณออร์โธฟอสเฟตในระบบเฉล่ีย 1.45±0.07 mg–P/L คิดเป็น 73.33, 71.89, 60.05 และ 
54.77% ตามล าดบั (ภาพท่ี 26 B) หลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus 5% ในชุดการทดลอง พบวา่ ปริมาณ
ออร์โธฟอสเฟตมีการลดลงต่อเน่ือง Bacillus BR002 มีผลใหป้ริมาณออร์โธฟอสเฟตลดลงมากท่ีสุด   
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ในวนัท่ี 4 เท่ากบั 29.66% (ภาพท่ี 26 B) และในวนัท่ี 7 ชุดการทดลองท่ีเติม Bacillus TW31, TS23, 
TW24, TS21, BR001 และ TW34 มีปริมาณออร์โธฟอสเฟตลดลงมากท่ีสุดเหลือ 1.26±0.1–
2.42±0.01 mg–P/L (หรือคิดเป็น 64.80, 55.39, 44.60, 44.55, 43.16 และ 40.75% ตามล าดบั) (ภาพท่ี 
25 D) 

การใช้กลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการ
เล้ียงกุง้ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ และไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ มีผลต่อการลดของปริมาณออร์โธฟอสเฟตตั้งแต่
วนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 ของการทดลอง 

ประสิทธิภาพของกลา้เช้ือ Bacillus มีแนวโน้มท่ีแตกต่างกนั โดยการลดลงของ
ปริมาณออร์โธฟอสเฟตในวนัท่ี 4 การใช้ปริมาณกลา้เช้ือ Bacillus ทั้ง 2 ความเขม้ขน้มีแนวโนม้ท่ี
ไม่แตกต่างกนั ขณะท่ีในวนัท่ี 7 ของการทดลอง กล้าเช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% มีผลต่อการลด
ของปริมาณออร์โธฟอสเฟตมากกวา่การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus 5% เล็กนอ้ย 
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ภาพที ่25 การเปล่ียนแปลงของออร์โธฟอสเฟตหลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ, (C, D) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ
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ภาพที่ 26 ประสิทธิภาพของ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ต่อการเปล่ียนแปลงในออร์โธฟอสเฟต
ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ  (A) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 

(B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 
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3.7.5 การเปลีย่นแปลงของสารแขวนลอยทั้งหมดในระหว่างการทดลอง 

หลงัจากทดลองเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้ง
จากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ มีการเปล่ียนแปลงลดลงของสารแขวนลอยทั้งหมดใน
ระหวา่งการทดลองตั้งแต่วนัท่ี 4 ต่อเน่ืองจนถึงวนัสุดทา้ยของการทดลอง ซ่ึงแตกต่างกบัชุดควบคุม 
(Control) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)  

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
ในการทดลองปริมาณของสารแขวนลอยทั้ งหมดอยู่ในช่วง 12.93±0.20 ถึง 

36.07±1.87 mg/L หลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% มีประสิทธิภาพท าให้ปริมาณของสาร
แขวนลอยทั้งหมดลดลงในวนัท่ี 4 จนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง Bacillus BR001 สามารถลด
ปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดในวนัท่ี 4 ได้มากท่ีสุดเท่ากับ 57.44% (จากปริมาณของสาร
แขวนลอยทั้งหมดเร่ิมตน้ 33.37±0.43 เหลือ 14.20±0.10 mg/L) และในวนัท่ี 7 Bacillus TW24 
สามารถลดปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 63.12% ส าหรับ Bacillus TS21, 
TS23, TW24, BR001, TW31, BR002 และ TW34 มีประสิทธิภาพท าให้ปริมาณของสารแขวนลอย
ทั้ งหมดลดลงจากวันเร่ิมต้นจนถึงวนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 ของการทดลองเฉล่ีย 41.02 ถึง 55.17% 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 27 A) เช่นเดียวกบัผลการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ทั้ง 7 ไอโซเลท ปริมาณ 
5% มีประสิทธิภาพส่งผลให้ปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดลดลงจากวนัเร่ิมตน้จนถึงวนัท่ี 7 
ของการทดลองเฉล่ีย 27.74 ถึง 55.70% ตามล าดบั ระหวา่งวนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 Bacillus TS21 สามารถ
ลดปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดได้มากท่ีสุดเท่ากับ 52.47% และ 71.74% ตามล าดับ (จาก
ปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดเร่ิมตน้ 41.87±0.67 เหลือ 11.83±0.41 mg/L) ซ่ึงแตกต่างกบัชุด
ควบคุมท่ีมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมด 47.94% จนถึงส้ินสุดการทดลองอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 27 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
กลา้เช้ือ Bacillus 1% ทั้ง 7 ไอโซเลท สามารถท าให้ปริมาณของสารแขวนลอย

ทั้งหมดลดลงในวนัท่ี 4 เฉล่ีย 27.43% โดย Bacillus TW31 สามารถลดปริมาณของสารแขวนลอย
ทั้งหมดไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 49.18% จากปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดเร่ิมตน้ 16.33±0.48 เหลือ 
8.30±0.35 mg/L หลงัจากวนัท่ี 4 มีการเพิ่มข้ึนของปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดระหวา่งการ
ทดลองในวนัท่ี 7 ส าหรับ Bacillus TS21 สามารถลดปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดไดม้ากท่ีสุด
เท่ากบั 34.65% (ภาพท่ี 27 C) ในขณะท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus 5% ท าให้ปริมาณของสารแขวนลอย
ทั้งหมด   
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ท ั้ งหมดลงลงในวนัท่ี 4 จนถึงวนัท่ี 7 จากปริมาณของสารแขวนลอยทั้ งหมดเร่ิมต้นเท่ากับ 
14.09±0.33 mg/L ซ่ึงลดลงเฉล่ียเหลือ 10.30±0.24 mg/L ในวนัท่ี 4 และลดลงเฉล่ียเหลือ 7.63±0.23 
mg/L ในวนัท่ี 7 Bacillus TS23 สามารถลดปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 
64.27% จากปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดเร่ิมตน้ 18.57±0.49 mg/L เหลือ 6.63±0.12 mg/L ซ่ึง
แตกต่างกบัชุดควบคุมท่ีมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมด 40.40% อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) (ภาพท่ี 27 D)  

การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือ สามารถท าให้ปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดลงลงต่อเน่ืองไปจนถึงวนัท่ี 7 ของการ
ทดลอง ในขณะท่ีชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ท า
ให้ปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดลดลงในวนัท่ี 4 และมีการเพิ่มข้ึนของปริมาณของสาร
แขวนลอยทั้งหมดในวนัท่ี 7 ในชุดการทดลองท่ีเติมเช้ือ Bacillus TW24, BR001, TW31, BR002 
และ TW34 ส าหรับการใช ้Bacillus ปริมาณ 5% ทั้ง 2 ชุดการทดลองสามารถท าให้ปริมาณของสาร
แขวนลอยทั้งหมดลดลงในวนัท่ี 4 ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7  

กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% สามารถลดปริมาณของสารแขวนลอย
ทั้งหมดไดดี้ทั้งในวนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 ของการทดลอง ซ่ึงแตกต่างกบัชุดควบคุมท่ีมีการเพิ่มข้ึนของ
ปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมด  
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ภาพที ่27 การเปล่ียนแปลงของปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดหลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus 
vannamei) 
หมายเหตุ (A, B) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ, (C, D) คือ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ
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3.7.6 การเปลีย่นแปลงค่า pH ในระหว่างการทดลอง 

ค่า pH มีการเปล่ียนแปลงทั้งชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 
5% ในชุดการทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ ดงัน้ี 

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
ค่า pH เร่ิมตน้ของชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% 

รวมถึงชุดควบคุม เฉล่ียเท่ากบั 7.68±0.01 มีการลดลงต่อเน่ืองจากวนัท่ี 4 (pH เหลือเฉล่ีย 7.30±0.38) 
และวนัท่ี 7 (pH เหลือเฉล่ีย 7.15±0.48) ของการทดลอง ยกเวน้ชุดการทดลองของกลา้เช้ือ Bacillus 
TS23, BR002 และ TW34 ปริมาณ 1% มีการเพิ่มข้ึนของค่า pH เล็กน้อยในวนัท่ี 7 เท่ากบั 
7.40±0.47, 7.39±0.47 และ 7.57±0.47 ตามล าดบั และ TS21 ปริมาณ 5% มีค่า pH เท่ากบั 7.19±0.47 
(ภาพท่ี 28 A, 28 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% และชุดควบคุมมีการ

ลดลงของค่า pH ตั้งแต่เร่ิมตน้การทดลองต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ลดลงจาก pH เร่ิมตน้เฉล่ีย 7.97±0.01 
เฉล่ียเหลือ 6.75±0.24 ในวนัท่ี 4 และลดลงเหลือเฉล่ีย 6.61±0.24 ในวนัท่ี 7 (ภาพท่ี 28 C, D) โดย
การลดของค่า pH ในชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% ไม่มีความแตกต่างกนั และ
ค่า pH ท่ีลดลงมากท่ีสุด คือ ชุดการทดลองท่ีเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% มีค่า 6.23±0.02 

pH ในชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการ
เล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ืออยูใ่นช่วง 7.6±7.7 ซ่ึงต ่ากวา่ค่า pH เร่ิมตน้ของชุดทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียง
กุง้ท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ืออยู่ในช่วง 7.9±8.0 และชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ค่า pH มี
การลดลงเล็กนอ้ยจากวนัท่ี 4 ไปจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง  
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ภาพที ่28 การเปล่ียนแปลง pH หลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ; (A) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (B) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 

 ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ; (C) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (D) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5%
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3.7.7 การเปลีย่นแปลงของออกซิเจนละลายน า้ในระหว่างการทดลอง 

ค่าออกซิเจนละลายน ้ ามีการเปล่ียนแปลงทั้งชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือปริมาณ 
Bacillus 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ ดงัน้ี 

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
ในชุดการทดลองเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% รวมถึงชุดควบคุม มี

ค่าออกซิเจนละลายน ้ าเฉล่ียเร่ิมตน้ 5.80±0.01 mg/L ชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus 1% มีการ
เพิ่มข้ึนของออกซิเจนละลายน ้ าเฉล่ียเป็น 5.93±0.02 mg/L ในขณะท่ีชุดทดลองเติมเช้ือ Bacillus 5% 
มีการเพิ่มข้ึนของออกซิเจนละลายน ้ าเฉล่ีย 5.88±0.02 mg/L และทั้ง 2 ชุดการทดลองมีการลดลงใน
วนัท่ี 7 เฉล่ียเหลือ 4.80±0.01 mg/L (ภาพท่ี 29 A, 29 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ในชุดการทดลองเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% รวมถึงชุดควบคุมค่า

ออกซิเจนละลายน ้ามีการลดลง โดยมีค่าออกซิเจนละลายน ้ าเร่ิมตน้เฉล่ีย 6.67±0.02 mg/L ยกเวน้ใน
ชุดการทดลองเติมกลา้เช้ือ Bacillus TS23, TW24, TW34 (ปริมาณ 1%) และ TS21 (ปริมาณ 5%) มี
ค่าออกซิเจนละลายเท่ากบั 6.70±0.01, 6.50±0.01, 6.60±0.01 และ 6.70±0.01 mg/L ตามล าดบั ใน
วนัท่ี 4 หลงัจากนั้นปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าทั้งชุดการทดลองเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 
5% มีการลดลงเฉล่ียเหลือ 6.17±0.01 mg/L (ภาพท่ี 29 C, 29 D) 

ค่าออกซิเจนละลายน ้ าในชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ในชุดการ
ทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือมีการเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 และลดลงในวนัท่ี 7 ต่างกบัชุด
การทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุ้งท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือท่ีปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าลดลงในวนั
สุดทา้ยของการทดลอง ในขณะท่ีชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ทั้ง 2 ชุดการทดลองไม่
มีความแตกต่างกนั ซ่ึงจากการทดลองค่าออกซิเจนละลายน ้ าเร่ิมตน้ของทั้ง 2 ชุดทดลองในน ้ าทิ้ง
จากการเล้ียงกุง้ไม่มีความแตกต่างกนั 
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ภาพที ่29 การเปล่ียนแปลงค่าออกซิเจนละลายน ้าหลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ; (A) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (B) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 

 ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ; (C) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (D) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 
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3.7.8 การเปลีย่นแปลงของอุณหภูมิในระหว่างการทดลอง 

อุณหภูมิในระหว่างการทดลองมีการเปล่ียนแปลงทั้งชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ 
Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 
ดงัน้ี 

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
ชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% อุณหภูมิในการทดลอง

เร่ิมตน้การทดลองจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลองอยูใ่นช่วงเฉล่ีย 28.43±0.73 ถึง 29.20±0.44°C โดยมี
การลดลงเล็กนอ้ยในวนัท่ี 4 เฉล่ีย 27.58±0.53°C ในทุกชุดการทดลองรวมถึงชุดควบคุม (ภาพท่ี 30 
A, 30 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% และ 5% อุณหภูมิในการทดลอง

อยู่ในช่วงเฉล่ีย 28.59±1.00°C ถึง 28.16±0.91°C โดยมีการเพิ่มข้ึนเล็กน้อยในวนัท่ี 4 เฉล่ีย 
28.87±1.55 °C ในทุกชุดการทดลองรวมถึงชุดควบคุม (ภาพท่ี 30 C, 30 D) 

จากการทดลอง พบวา่ อุณหภูมิในระหวา่งการทดลองของชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ 
Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ทั้งในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ และไม่
ผ่านการฆ่าเช้ือไม่มีความแตกต่างกนั โดยอุณหภูมิในการทดลองเฉล่ียอยู่ในช่วง 27–29°C ซ่ึง
อุณหภูมิในชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ตั้งแต่เร่ิมตน้การทดลองจนถึงวนัท่ี 7 ไม่แตกต่างกนั  
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ภาพที ่30 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิหลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ; (A) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (B) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 

 ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ; (C) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (D) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 
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3.7.9 การเปลีย่นแปลงของค่า Conductivity ในระหว่างการทดลอง 

ค่า Conductivity มีการเปล่ียนแปลงทั้ งชุดการทดลองท่ีเติมกล้าเช้ือ Bacillus 
ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ ดงัน้ี 

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
ในชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% และ 5% รวมถึงชุดควบคุม มี

ค่า Conductivity เฉล่ีย 46.43±0.08 µs/cm (วนัท่ี 0) มีการเพิ่มข้ึนเป็น 58.49±0.06 µs/cm ในวนัท่ี 4 
และลดลงเหลือปริมาณเฉล่ีย 51.96±0.06 µs/cm ขณะท่ีชุดการทดลองของกลา้เช้ือ Bacillus TW31 
(ปริมาณ 1%) มีการเพิ่มข้ึนของค่า Conductivity จากวนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 เท่ากบั 60.30±0.06 µs/cm 
รวมถึงชุดควบคุม, TW31, BR002 และ TW34 (ปริมาณ 5%) มีการเพิ่มข้ึนของค่า Conductivity จาก
วนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 เท่ากบั 86.50±0.01, 66.40±0.01, 59.70±0.01 และ56.90±0.01 ตามล าดบั (ภาพท่ี 
31 A, 31 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ในชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% รวมถึงชุดควบคุม มี

ค่า  Conductivity เฉ ล่ีย เ ร่ิมต้น 16.99±0.02 µs/cm มีการเพิ่ม ข้ึนในวันท่ี  4 และวันท่ี  7 เฉ ล่ีย 
21.98±0.01 และ 25.18±0.03 µs/cm ตามล าดบั ชุดการทดลองเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% มีการ
เพิ่มข้ึนของค่า Conductivity อยา่งต่อเน่ืองจนถึงส้ินสุดการทดลอง ชุดควบคุมมีการเพิ่มข้ึนมากท่ีสุด
เท่ากบั 32.20±0.01 µs/cm (วนัท่ี 4) และ 42.77±0.04 µs/cm (วนัท่ี 7) ในขณะท่ีชุดการทดลองของ
กลา้เช้ือ Bacillus 5% ค่า Conductivity ลดลงในวนัท่ี 7 (ภาพท่ี 31 C, 31 D) ซ่ึงในชุดการทดลองของ
กลา้เช้ือ Bacillus TW24 มีการลดลงมากท่ีสุดเท่ากบั 20.90±0.01 µs/cm  

ค่า Conductivity ในชุดทดลองท่ีเติมกล้า เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ในชุดการ
ทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือมีการเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 และลดลงในวนัท่ี 7 ในขณะท่ี
ชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ ค่า Conductivity เพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 จนถึง
วนัท่ี 7 ของการทดลอง และชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ในการทดลองน ้ าทิ้งจากการ
เล้ียงกุ้งทั้ ง 2 ชุดการทดลอง ค่า Conductivity เพิ่มข้ึนในวันท่ี 4 และลดลงในวันท่ี 7 ซ่ึงค่า 
Conductivity เร่ิมตน้ในชุดการทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือมีค่าท่ีสูงกวา่ในชุดการ
ทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไมผ่า่นการฆ่าเช้ือ  
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ภาพที ่31 การเปล่ียนแปลงค่า Conductivity หลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ; (A) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (B) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 

 ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ; (C) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (D) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 
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3.7.10 การเปลีย่นแปลงของค่าความเค็มในระหว่างการทดลอง 

ค่าความเค็มมีการเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 ของการทดลองและเปล่ียนแปลงในระหว่าง
การทดลองทั้งชุดการทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้ง
จากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ ดงัน้ี 

1) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีผ่่านการฆ่าเช้ือ 
ชุดการทดลองของกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% ความเค็มมีการเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 

และวนัท่ี 7 โดยความเค็มเร่ิมตน้เฉล่ีย 23.63±0.04 ppt เพิ่มข้ึนเป็น 24.56±0.04 ppt (วนัท่ี 4) และ 
26.13±0.04 ppt (วนัท่ี 7) ตามล าดบั ชุดการทดลองของกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 5% ความเค็มมีการ
เพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 โดยความเค็มเร่ิมตน้เฉล่ีย 24.25±0.04 ppt เพิ่มข้ึนเป็น 25.75±0.04 ppt 
วนัท่ี 7 ของการทดลอง (ภาพท่ี 32 A, 32 B) 

2) การทดลองในน า้ทิง้จากการเลีย้งกุ้งทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ชุดการทดลองของกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% และ 5% ความเค็มมีการเพิ่มข้ึนใน

วนัท่ี 4 โดยความเคม็เร่ิมตน้เฉล่ีย 18.47±0.04 ppt เพิ่มข้ึนเป็น 21.94±0.04 ppt ซ่ึงชุดการทดลองของ
กลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% และ 5% มีความเค็มเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง
เฉล่ีย 22.38±0.04 ppt (ภาพท่ี 32 C, 32 D) 

จากการทดลอง พบว่า ค่าความเค็มในชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 
1% ในชุดการทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ มีการเพิ่มข้ึนใน
วนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 เช่นเดียวกบัชุดทดลองของกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ความเค็มเพิ่มข้ึนอยา่ง
ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ของการทดลอง ซ่ึงค่าความเค็มในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือต ่ากวา่ความเคม็ในชุดการทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 

ค่าความเค็มในชุดทดลองของกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%และ 5% ตั้งแต่เร่ิมตน้
การทดลองจนถึงวนัท่ี 7 ไม่แตกต่างกนั โดยค่าความเค็มเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 ของการ
ทดลอง 

 



 

 

91 

 

ภาพที ่32 การเปล่ียนแปลงค่าความเคม็หลงัการใช ้Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ขาว (Litopenaeus vannamei) 
หมายเหตุ ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ; (A) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (B) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 

 ชุดการทดลองน ้าจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ; (C) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1%, (D) กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% 
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บทที ่4  
 

วจิารณ์ผลการศึกษา 

4.1 การคัดแยก Bacillus และลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี 

การศึกษาคร้ังน้ีคดัแยกแบคทีเรียโดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและชีวเคมี ซ่ึง
แบคทีเรียท่ีสามารถคดัแยกได้เบ้ืองตน้ จ านวน 32 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียแกรมบวก สร้างเอนโด
สปอร์ รูปแท่ง สามารถสร้างเอนไซม์ Catalase และ Oxidase ท่ีคดัแยกได้จากตวัอย่างน ้ า และ
ตัวอย่างดิน สอดคล้องกับการรายงานของ Liu และคณะ (2013) ท่ีศึกษาการวิเคราะห์ความ
หลากหลายทางสายวิวฒันาการของกลุ่ม Bacillus pumilus จากความหลากหลายของส่ิงแวดลอ้ม
ทางทะเล พบวา่ การคดัแยกเช้ือจ านวน 79 ไอโซเลท ส่วนใหญ่เช้ือแบคทีเรียท่ีพบจะเจอในตะกอน
ดิน และผวิน ้า รวมถึงมีการระบุพบในล าไส้ของปลา และกุง้เช่นกนั Boeyé และ Herts (1976) พบวา่ 
สามารถพบ Bacillus ไดแ้ก่ B. licheniformis, B. subtilis และ B. pumilus เป็นกลุ่มหลกั รองลงมา 
คือ B. firmus และ B. sphaericus ไดท้ั้งตะกอนดินในทะเล และน ้ าทะเล ท าให้เห็นไดว้่า ใน
ส่ิงแวดลอ้มทางทะเลมีความหลากหลายของเช้ือในกลุ่ม Bacillus และสามารถพบไดม้ากกวา่ 20% 
ของจุลินทรียจ์  าพวก Heterotrophic flora บริเวณใกลฝ่ั้ง และลดลงเม่ือห่างจากฝ่ัง 

จากผลการคดัแยกเช้ือทั้ง 3 วิธี พบว่า วิธีการคดัแยกเช้ือแบบให้ความร้อน (Heat 
treatment) สามารถคดัแยกเช้ือ Bacillus ไดสู้งสุดจ านวน 15 ไอโซเลท ซ่ึงการใชว้ิธี Heat shock 
แยกแบคทีเรียท่ีสร้างสปอร์จากแบคทีเรียอ่ืน ๆ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (พรรณศรี และคณะ, 2548) 
เน่ืองจากการให้ความร้อน 80°C นาน 10 นาที และช็อคด้วยน ้ าอุณหภูมิห้องทนัที (ณัฐณิชา และ
คณะ, 2560; Loncar et al., 2013) เป็นวิธีท่ีสามารถคดัแยกแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ไดดี้ โดย 
Bacillus เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดใ้นสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม สามารถสร้างเอนโด
สปอร์ภายในเซลล์เม่ือสภาพแวดลอ้มมีความร้อนท่ีเพิ่มข้ึน และมีชีวิตอยูใ่นสภาพแวดลอ้มไดน้าน 
(Purivirojkul et al., 2005; Azzouz et al., 2014) รองลงมาไดจ้ากวิธี Serial dilution method จ านวน 
14 ไอโซเลท ซ่ึงเป็นการคดัแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient agar ท่ีมีส่วนผสมของ NaCl มีค่า
ความเค็มใกล้เคียงกับตวัอย่างน ้ า และตวัอย่างดินท่ีได้น ามาคดัแยกแบคทีเรีย โดยความเค็มมี
อิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus ซ่ึงในการทดลองไดใ้ช้ความเค็ม 20 ppt (NaCl 2%) 
ส าหรับการคดัแยก Bacillus ทนเค็มเบ้ืองตน้ท าให้ไดเ้ช้ือท่ีเจริญเติบโตไดดี้ สามารถใชส้ารอินทรีย ์
และทนเคม็จึงมีความเหมาะสมท่ีจะน าไปใชใ้นการบ าบดัน ้าเสียจากการเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง เช่น   



93 
 

93 
 

 

143 

บ่อเล้ียงกุง้มีค่าความเคม็ประมาณ1–2.5% NaCl (10–25 ppt) และคดัแยก Bacillus โดยการใชอ้าหาร
เล้ียงเช้ือแบบ Enrichment and heat treatment ท่ีมีการบ่มเช้ือก่อนน ามาท าการเจือจางเช้ือเป็นเวลา 4 
วนั เพื่อให้ได้เช้ือท่ีมีการใช้แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือได้อย่างเต็มท่ีแล้ว
น ามาท าการ Heat shock ในการคดัแยกเช้ือต่อไปซ่ึงสามารถคดัแยกเช้ือ Bacillus ได ้3 ไอโซเลท  

4.2 การทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนียและการย่อยไนไตรท์ โดยวธีิ Griess–Ilosvay method 

Bacillus 24 ไอโซเลท ท่ีให้ผลเป็นบวก  เ ม่ือน ามาทดสอบการออกซิไดซ์
แอมโมเนีย และไนไตรท์ดว้ยวิธี Griess–Ilosvay method โดยทดสอบดว้ย Nitrite reagent พบว่า 
ให้ผลการทดลองสอดคล้องกบัศึกษาของ Lin และคณะ (2007) ท่ีท าการคดัแยก และศึกษา
คุณสมบติัของ Heterotrophic nitrifying–Bacillus sp. ท่ีให้ผลบวกเม่ือหยด Nitrite reagent แสดงให้
เห็นว่า เช้ือสามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์ หรือไนเตรทได้ ซ่ึงในการทดลองใช้อาหารเล้ียงเช้ือ 
Nutrient Broth ท่ีเติม NaCl 2% และ (NH4)2SO4 1.5% เพื่อท าการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือ ซ่ึง 
Bacillus ทั้ ง 24 ไอโซเลท มีคุณสมบัติการออกซิไดซ์แอมโมเนียเบ้ืองต้นท่ีเป็นส่วนหน่ึงใน
กระบวนการ Nitrification (Zhang et al., 2012; Chankaew et al., 2018) 

4.3 การทดสอบคุณสมบัติของ Bacillus ต่อการเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying 
bacteria 

เน่ืองจากเฮเทอโรโทรฟิคแบคทีเรียเป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ
เจริญเติบโตไดดี้กวา่กลุ่มออโตโทรฟิคไนตริไฟอิงแบคทีเรีย (Autotrophic nitrifying bacteria) (Kim 
et al., 2005) และประสิทธิภาพการลดแอมโมเนียของ Heterotrophic Bacillus มีกระบวนการท่ี
ซบัซ้อนนอ้ยกวา่แบคทีเรีย Autotroph (นฤมล และคณะ, 2556) จึงไดน้ า Bacillus ท่ีไดจ้ากการคดั
แยก ท าการทดสอบคุณสมบติัการยอ่ยแอมโมเนีย และการยอ่ยไนไตรทเ์บ้ืองตน้ มาท าการศึกษาต่อ
ในคุณสมบติัการเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying bacteria 

4.3.1 การทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย 

จากการทดลองการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ Bacillus spp. ในสูตรอาหาร HNM 
ท่ีมีส่วนผสมของ (NH4)2SO4 ซ่ึงเป็นแหล่งสารอนินทรียไ์นโตรเจนของเช้ือ (Sangnoi et al., 2017) 
สอดคลอ้งกบัสูตรอาหารในการศึกษาของ Huang และคณะ (2017) ท่ีคดัแยก B. litoralis N31 ได้
จากบ่อกุ้ง ท่ี เ ล้ียงแบบหนาแน่น โดยใช้ Basic screening medium (BSM) ท่ีมี ส่วนผสมของ 
(NH4)2SO4 0.25 g/L นอกจากน้ี Sheela และคณะ (2015) ไดใ้ชอ้าหาร Ammonium enrich medium   
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ท่ีมี (NH4)2SO4 1 g/L ซ่ึงคลา้ยคลึงกบัการศึกษาของ Zhang และคณะ (2012) ท่ีไดท้  าแยกเฮเทอโร
โทรฟิคแบคทีเรีย โดยใชอ้าหาร HNM ท่ีมีส่วนผสมของ Sodium succinate และ (NH4)2SO4 0.66 
g/L จะเห็นไดว้า่ การเติม (NH4)2SO4 เป็นส่วนช่วยในการคดัเลือก และเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการใช ้หรือก าจดัแอมโมเนียได ้และท าให้แบคทีเรียท่ีไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ี
มีแอมโมเนียได ้หรือไม่สามารถใชแ้อมโมเนียไดล้ดลง 

จากการศึกษาคร้ังน้ี พบว่า Bacillus spp. ท่ีมีความสามารถในการออกซิไดซ์
แอมโมเนียได้มากกว่า 80% จ านวน 8 ไอโซเลท (ปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตน้ 378.29±24.31 mg–
N/L) ท าการทดสอบ 5 วนั Bacillus BR002 สามารถลดแอมโมเนียได้สูงสุดเท่ากบั 21.75±7.04 
รองลงมาคือ Bacillus TW24 และ BR001 มีปริมาณแอมโมเนียคงเหลือ 22.96±32.94 และ 
26.80±23.30 mg–N/L ตามล าดับ ซ่ึงประสิทธิภาพของ Bacillus spp. ในการลดแอมโมเนียนั้ น
สามารถลดไดดี้กวา่ผลการศึกษาของ Yang และคณะ (2011) ท่ีไดท้ดสอบการลดแอมโมเนียของ B. 
subtilis A1 ท่ีมีปริมาณแอมโมเนียเร่ิมต้น 257.23±1.97 mg–N/L สามารถลดได้ 19.5±1.6% และ
ทดสอบท่ีระดบัปริมาณแอมโมเนียเร่ิมต้นเท่ากับ 104.12±1.27 mg–N/L ลดลงเหลือ 69.23±2.06 
mg–N/L ภายในเวลา 120 ชม. รวมถึงจากการศึกษาของ Zhang และคณะ (2012) ท่ีได้ทดสอบ
ประสิทธิภาพในกระบวนการ Nitrification ของ B. methylotrophicus L7 ในอาหาร HNM พบวา่ ชุด
ทดลองท่ีมีแอมโมเนีย เ ร่ิมต้น เฉ ล่ีย  78.75–427.44 mg–N/L เ ช้ือ B. methylotrophicus L7 ลด
แอมโมเนียได ้11.08–41.02% ซ่ึงในเวลา 9 วนั B. methylotrophicus L7 ลดแอมโมเนียจาก 146.71 
mg–N/L เหลือ 38.29 mg–N/L จากการทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ 
Bacillus spp. ในคร้ังน้ีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียอยู่ในระดบัปานกลาง โดยประสิทธิภาพของ 
Bacillus spp. ในการทดสอบมีประสิทธิภาพสูงกว่าการรายงานผลการลดแอมโมเนียของ 
Heterotrophic nitrifier สายพนัธ์ุอ่ืน เช่น Providencia rettger YL ท่ีลดแอมโมเนียได้อยูใ่นช่วง 300 
mg/L (Taylor et al., 2009) เป็นตน้ โดยประสิทธิภาพการลดแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนภายในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีแหล่งไนโตรเจนเป็นส่ิงส าคญัท่ีจะท าให้ Bacillus สามารถใช้เพื่อการเจริญเติบโต (Brierley 
and Wood, 2001)  
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4.3.2 การทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์ไนไตรท์ 

จากการทดสอบพบวา่ Bacillus spp. ท่ีมีความสามารถในการออกซิไดซ์ไนไตรท์
จากการเล้ียงในอาหาร NDM ไดม้ากกว่า 20% ไดแ้ก่ Bacillus BR001 สามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์
ไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 58.15±4.17% มีปริมาณไนไตรทเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 102.42±2.74  mg–N/L เหลือเพียง 
42.85±1.55 mg–N/L โดยกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเป็นกระบวนการ Nitratitation เป็นการเปล่ียนไน
ไตรทใ์หเ้ป็นไนเตรท (พรรณศรี และคณะ, 2548; สุบณัฑิต และวีระพงศ์, 2552; Zhang et al., 2012; 
Chankaew et al., 2018) Bacillus ใช้ NaNO2 เป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อการเจริญเติบโต และเพิ่ม
จ านวน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของสูตรอาหารท่ีสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Song และคณะ (2011) 
และ Zhang และคณะ (2012) ท่ีสามารถน ามาท าการทดสอบกระบวนการ Denitrification ของ B. 
coagulans และ B. methylotrophicus L7 ได ้ 

จากผลการทดลองพบวา่ Bacillus ทั้ง 24 ไอโซเลท ท่ีน ามาท าการทดสอบสามารถ
ออกซิไดซ์ไนไตรท์ไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ย โดยเฉล่ียอยูใ่นช่วง 10–25% อาจเน่ืองมาจากแบคทีเรียจะ
ถูกยบัย ั้ง เม่ือความเขม้ขน้ของไนไตรทสู์ง โดยความเขม้ขน้ของไนไตรทท่ี์มากกวา่ 20 mg–N/L เป็น
ค่าท่ีส าคญัต่อการลดปริมาณแบคทีเรีย (Song et al., 2011) นอกจากน้ียงัสามารถส่งผลต่อการ
แสดงออกของยีน nirS และ nirK ท  าให้ประสิทธิภาพการก าจดัไนไตรทข์องแบคทีเรียลดลง (Yu et 
al., 2005) เช่น B. methylotrophicus L7 สามารถก าจดัไนไตรทไ์ดเ้ฉล่ียอตัราวนัละ 5.81 mg–N/L 
ภายใน 7 วนั โดยมีไนไตรทเ์ร่ิมตน้ 55–65 mg–N/L (Zhang et al., 2012) ซ่ึงไนไตรทเ์ป็นผลิตภณัฑ์
ท่ีเกิดข้ึนไดใ้นกระบวนการของ Heterotrophic nitrification ส่วนใหญ่จะก าจดัไดจ้ากแบคทีเรียเพียง
ไม่ก่ีชนิด (Joo et al.,2005; Yang et al., 2011)  

4.3.3 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรท 

หลงัจากการเล้ียงเช้ือในอาหาร DM ท่ีมีปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้ 384.90±0.49 mg–
N/L Bacillus spp. มีความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรทได้เฉล่ีย 25–46% จ านวน 6 ไอโซเลท ซ่ึง 
Bacillus BR001, TW24, TS41, TS24 และ TS23 สามารถรีดิวซ์ไนเตรทได ้30–40% และ Bacillus 
TS21 สามารถรีดิวซ์ไนเตรทไดม้ากท่ีสุด คือ 46.75±1.19% ประสิทธิภาพของ Bacillus ทั้ง 24 ไอ
โซเลทสามารถรีดิวซ์ไนเตรทได้ไม่ สูงมากนัก เ น่ืองจากเม่ือ  Bacillus มีการใช้ KNO3 ใน
กระบวนการ Denitrification ในสภาวะท่ีมีอากาศ ไนเตรทสามารถเปล่ียนกลบัไปเป็นไนไตรท ์และ
เปล่ียนกลบัมาเป็นไนเตรทในกระบวนการ Nitrification ก่อนถูกรีดิวซ์ได ้(Wen and Wei, 2011)   
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ซ่ึงการลดลงของปริมาณไนเตรทในการทดลองสอดคลอ้งกบัการรายงานผลของ Zhang และคณะ 
(2012) ท่ีพบวา่หลงัจากไนเตรทถูกใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหาร DM จะมีการผลิตไนไตรท์
เกิดข้ึน ซ่ึงบ่งช้ีว่า B. methylotrophicus L7 สามารถเปล่ียนไนเตรทเป็นไนไตรท์  หรือก๊าซ
ไนโตรเจนไดต้ามกระบวนการ Denitrification  

การเปล่ียนแปลงของไนเตรทในระบบท่ีมีการใช้ Bacillus spp. สามารถเปล่ียนไน
เตรทเป็นไนไตรท ์หรือก๊าซไนโตรเจนในกระบวนการ Denitrification ในการทดลองคร้ังน้ีไดมี้การ
ทดสอบเพิ่มเติมดว้ยวิธีการ Nitrate reduction test (Knapp and Clark, 1984) พบวา่ Bacillus spp. ท่ี
น ามาเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร DM และ Nitrate broth เม่ือหยดสาร Sulfanilic acid และ N,N–
Dimethyl–1–Nepthylamine ให้ผลไม่เปล่ียนสี แสดงให้เห็นว่า ภายในระบบมีการเปล่ียนไนเตรท
เป็นไนไตรทเ์กิดข้ึนดว้ยปฏิกิริยาจาก Periplasmic nitrate oxidase (NAP) ก่อนจะถูกรีดิวซ์ต่อไป 
และเม่ือเติม Zinc powder ให้ผลไม่เปล่ียนสี นัน่คือ อาจเป็นไปไดว้า่ไนไตรท์ท่ีเกิดข้ึนในระบบ
สามารถเปล่ียนไปเป็นไนตริกออกไซด์ด้วยปฏิกิริยาจากเอนไซม์ Nitrite reductase ท่ีสามารถ
เปล่ียนไปเป็นไนตรัสออกไซด์ และก๊าซไนโตรเจนในขั้นตอนต่อไป (Nimrat et al., 2004) ซ่ึง 
Bacillus บางสายพนัธ์ุถูกระบุวา่สามารถท าใหเ้กิดกระบวนการ Denitrification ในสภาพมีอากาศได ้
(Kim et al., 2005; Song et al., 2011; Yang at al., 2011; Zhang et al., 2012; Navin et al., 2014; 
Sheela et al., 2015; Rout et al., 2017) โดยท าให้ไนเตรทถูกรีดิวซ์เป็นไนไตรท ์ไนตรัสออกไซด ์
และก๊าซไนโตรเจน ตามล าดบั (Ai et al., 2011) 

จากการศึกษา คุณสมบัติของ Bacillus ต่อการเป็น Heterotrophic nitrifying–
denitrifying bacteria พบว่า Bacillus spp. สามารถออกซิไดซ์ปริมาณแอมโมเนียได้ดี ซ่ึงอาจ
เน่ืองจากปฏิกิริยา Hydroxylamine oxidase (HAO) ท่ีเร่งการเปล่ียนแปลงจาก NH3 เป็น NO2

– ท่ีเป็น
เอนไซม์ในการออกซิไดซ์แอมโมเนียเป็นไนไตรท์ (Krishnani, 2010; Pal et al., 2012) และ
ความสามารถในการออกซิไดซ์ไนไตรท์ และรีดิวซ์ไนเตรทได้ หรืออาจเปล่ียนได้ในปริมาณท่ีไม่
มากเกิดจากปริมาณไนไตรท์ และไนเตรทท่ีเป็นสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือมี
ปริมาณท่ีเขม้ขน้มาก ส่งผลต่อการลดปริมาณของเซลล ์ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ และสามารถ
ยบัย ั้งการท างานในกระบวนการ Oxidation ของแบคทีเรีย (Yu et al., 2005; Song et al., 2011; 
Zhang et al., 2012) ซ่ึงปริมาณความเขม้ขน้ของเซลลจ์ะมีผลต่อการลดแอมโมเนีย ไนไตรท ์และไน
เตรทท่ีต่างกนัดว้ย (Zokaeifar et al., 2014; Sheela et al., 2015) หลงัจากการทดลองใช ้Bacillus ทั้ง 
24 ไอโซเลท พบว่า Bacillus TS21, TS23, TW24, BR001, TW31, BR002 และ TW34 ท่ีมี
ประสิทธิภาพมากกว่า 90% ในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และออกซิไดซ์ไนไตรท์ และรีดิวซ์ไน    
เตรทไดดี้ นัน่คือ เช้ือมีคุณสมบติัเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying bacteria  
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4.4 การจัดจ าแนกชนิดของ Bacillus ด้วยเทคนิคชีววทิยาระดับโมเลกุล 

จากการศึกษาชนิดของ Bacillus ท่ีคดัแยกไดโ้ดยใชย้ีน 16S rDNA แสดงให้เห็นวา่
มีกลุ่มของ Bacillus 4 สายพนัธ์ุ คือ B. pumilus, B. tequilensis, B. subtilis และ B. cereus โดย 
Bacillus สามารถพบไดท้ัว่ไปในสภาพแวดลอ้มธรรมชาติ ในส่ิงแวดลอ้มทางทะเล และจากสัตว์
บริเวณผวิหนา้ดิน นอกจากน้ียงัถูกพบจากการคดัแยกในปลา สัตวใ์นกลุ่มครัสเตเชียน บริเวณพื้นท่ี
ดา้นล่างของบ่อเล้ียงสัตวน์ ้ า (วรวุฒิ และชาคริยา, 2558; Hill et al., 2009) และสามารถคดัแยกไดท่ี้
เหงือก ผิวหนงั ทางเดินอาหารของกุง้ (Hong et al., 2004) มีการรายงานคุณสมบติัของ Bacillus ท่ีมี
ความสามารถในการทนต่อเกลือ รวมถึงมีคุณสมบติัในการเปล่ียนไนเตรทให้เป็นไนไตรท์ใน
กระบวนการ Denitrification ในสภาวะท่ีมีอากาศ โดยการเปล่ียนผลิตภัณฑ์ไนเตรทเป็นก๊าซ
ไนโตรเจนอิสระ หรือเปล่ียนไนเตรทกลบัเป็นไนไตรท ์(ศิริลกัษณ์, 2553; Liu et al., 2006; Lu et 
al., 2012a) การศึกษาชนิด และการเทียบเคียงชนิดของ Bacillus ในคร้ังน้ีใชย้ีน 16S rDNA ท่ีเป็นยีน
อนุรักษ ์และมีหลายรายงานท่ีสามารถใชย้นีอ่ืนเขา้มาช่วยในการจดัจ าแนก และเทียบเคียงคุณสมบติั
ของแบคทีเรียได ้เช่น สามารถใชย้ีน hao ท่ีประกอบดว้ยเอนไซม ์Hydroxylamine oxidase สามารถ
ออกซิไดซ์  Hydroxylamine ไปเป็นไนไตรท์  ในปฏิ กิ ริยา  HAO ซ่ึง เ ป็น Marker gene ของ
กระบวนการ Nitrification โดยใช ้Primer haoF1 และ haoR3 (Padhi et al., 2013) ยีน napA ท่ีเป็น
ยีนควบคุมการสร้างเอนไซม์ Nitrate reductase ท่ีรีดิวซ์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ (Shih et al., 2005; 
Zhu et al., 2015) ส่วนยนี nirK และ nirS จะเก่ียวขอ้งกบัเอนไซม ์Nitrite reductase ท่ีสามารถรีดิวซ์
ไนไตรทเ์ป็นไนตริกออกไซดใ์นปฏิกิริยา NIR ในกระบวนการ Denitrification (Braker et al., 2000) 
การศึกษาของ Huang และคณะ (2017) พบว่า Bacillus N31 สามารถเทียบเคียงชนิดได้เป็น B. 
litoralis ท่ีมีคุณสมบติัเป็น Halophilic heterotrophic nitrification–aerobic denitrification สอดคลอ้ง
กบัการศึกษาของ Song และคณะ (2011) และ Yang และคณะ (2015) ท่ีใชย้ีน 16S rDNA และยีน 
nirK และ nirS ใช ้Primer nirK1F/nirK5R และ nirS1F/nirS6R ในการศึกษาพบ Bacillus sp. YX–6 
มีความคลา้ยคลึง 98% กบั B. coagulans ท่ีผลิตเอนไซม ์Nitrite reductase ซ่ึงยีน 3 ตวัน้ีจะเป็นยีนท่ี
สามารถใชต้รวจสอบคุณสมบติัการเป็น Heterotrophic nitrifying–denitrifying bacteria ได ้และ B. 
cereus GS-5 สามารถสร้างเอนไซม ์Poly phosphate kinase ท าให้ PO4

3- ลดลงได ้จากกระบวนการ 
Intracellular phosphorous ไดถึ้ง 60% ซ่ึงตรวจสอบไดจ้ากการใชย้ีน ppk ขนาด 630 คู่เบส (Rout et 

al., 2017) ทั้งน้ี การประยุกต์ใชป้ระโยชน์ในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนในน ้ าทิ้งจากการ
เล้ียงกุง้ทะเลจ าเป็นตอ้งแยก Bacillus ท่ีไม่เพียงแต่ปรับปรุงคุณภาพน ้ าได ้แต่ตอ้งมีคุณสมบติัท่ีทน
เค็มดว้ย โดยสายพนัธ์ุของ Bacillus ท่ีคดัแยกไดค้ร้ังน้ี คือ B. pumilus, B. tequilensis, B. subtilis 
และ B. cereus สามารถปรับปรุงคุณภาพน ้าและยอ่ยสลายอินทรียส์ารในการเล้ียงกุง้ได ้  
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4.5 การศึกษาความเค็ม และ pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus 

4.5.1 ความเค็มทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโต 

จากผลการทดลองพบวา่ Bacillus spp. เจริญเติบโตไดดี้ในช่วงความเค็ม 0.5–2.5% 
NaCl (5–25 ppt) และสามารถเจริญเติบโตไดใ้นช่วงความเคม็ 0–4% NaCl สอดคลอ้งกบัการทดลอง
ของ Song และคณะ (2011) ซ่ึงท าการทดสอบผลของความเคม็ท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการลดไนไตรท์
ของ Bacillus สายพนัธ์ุ YX–6 พบว่า Bacillus YX–6 สามารถเจริญเติบโต และมีประสิทธิภาพดีท่ี
ความเค็ม 0–1.5% NaCl และยงัคงสามารถลดไนไตรทไ์ดท่ี้ความเค็ม 3% NaCl ซ่ึงแตกต่างกบั B. 
cereus เม่ือความเค็มเพิ่มข้ึนมากกวา่ 1.5% NaCl การเจริญเติบโต และประสิทธิภาพก็ลดลง Huang 
และคณะ (2017) พบวา่ Bacillus สายพนัธ์ุ 31 สามารถเจริญเติบโต และมีประสิทธิภาพในการก าจดั
แอมโมเนียไดดี้ท่ีช่วงความเค็ม 2–4% NaCl B. methylotrophicus L7 มีความสามารถในการลด
แอมโมเนียไดม้ากกวา่ 58.70% โดยมีความเค็มอยูใ่นช่วง 0–3% NaCl (Zhang et al., 2012) ซ่ึงความ
เค็มเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมข์องแบคทีเรียในกลุ่ม Heterotrophic nitrifying ทาง
ทะเล (Zheng et al., 2012; Duan et al., 2015)  

จากการทดลอง พบว่า Bacillus ทั้ง 7 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Slightly 
halophilic bacteria ท่ีเจริญได้ดีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเกลือ 0.5–3% ซ่ึงมี Bacillus หลายชนิดท่ี
สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้ความเค็มดงักล่าว ยกตวัอยา่งเช่น B. circulan, B. stearothermophilus และ 
B. alvei เป็นตน้ และบางสายพนัธ์ุก็สามารถเจริญไดท่ี้มีเกลือ 5–7% NaCl เช่น B. firmus เป็นตน้ (ศิ
ริลกัษณ์, 2553)  
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4.5.2 pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเติบโต 

Bacillus ทั้ง 7 ไอโซเลท มีการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีสุดอยู่ในช่วง pH เท่ากบั 7–7.5 
และจากนั้นการเจริญเติบโตค่อย ๆ ลดลงเม่ือ pH มีค่าเพิ่มข้ึนจาก pH 8.5 จนถึง pH 10.5 ซ่ึงการ
เจริญเติบโตท่ีค่อย ๆ ลดลง สอดคล้องกับการเจริญเติบโตของ B. weinstephnisis (DS45) ใน
การศึกษาของ Seenivasagan และคณะ (2017) พบวา่ ท่ี pH 9 เช้ือมีการเจริญเติบโตท่ีต ่าท่ีสุด และ
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือ MSM ท่ี pH เท่ากบั 7 สอดคลอ้งกบัการเจริญเติบโต 
Bacillus YX-6 ท่ี pH เท่ากบั 7 มีความสามารถในการก าจดัไนไตรทไ์ดม้ากท่ีสุด (Song et al., 2011) 
รวมถึง Thermophilic Bacillus MS 30 มีความสามารถในกระบวนการ Nitrification ดีท่ีสุดท่ี pH 
7.5–8 มีสภาพเป็นด่างเล็กนอ้ย ในขณะท่ีการเติบโตดีท่ีสุดคือ pH 6–6.5 (Mevel and Prieur, 2000) 
ซ่ึงจากการทดลอง pH 6.5 เป็นช่วงท่ี Bacillus ทั้ง 7 ไอโซเลท เร่ิมมีการเจริญเติบโตท่ีสูงข้ึน ขณะท่ี
ช่วง pH 5–6 หรือ 9–10 จะเป็นอนัตรายต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในกลุ่ม Heterotrophic 
nitrifying ทั้ ง น้ี  สภาวะท่ี เป็นด่างเล็กน้อยจะเ อ้ือต่อกระบวนการ Heterotrophic nitrification 
เน่ืองจากมีแอมโมเนียอิสระอยูม่าก และอาจส่งผลต่อกระบวนการ Denitrification ให้ลดลง หาก pH 
เปล่ียนไปจากสภาวะเป็นกลาง หรือเป็นด่างเลก็นอ้ย (Gupta, 1997)  

ความเค็ม และ pH เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโต และความสามารถใน
การลดแอมโมเนียของ Bacillus โดย pH ท่ีเหมาะสมต่อ Heterotrophic nitrifying bacteria จะอยู่
ในช่วง 6–9 (ธงชยั, 2544) และมีค่าความเค็มในช่วงท่ีเหมาะสมของเช้ือ Bacillus ทนเค็มอยูใ่นช่วง 
0–30 g/L NaCl (0–30 ppt)  

ดงันั้นการศึกษาความเค็ม และ pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Bacillus 
คร้ังน้ีท าให้ได ้Bacillus spp. ท่ีเจริญเติบโตดี สามารถใชส้ารอินทรีย ์และทนเค็ม มีความเหมาะสม
สามารถน าไปใช้ในการบ าบดัน ้ าเสียจากบ่อเล้ียงกุง้ทะเล ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้ความเค็มท่ีใชใ้นการ
เล้ียงกุง้ทะเลมีค่าประมาณ 1–2.5 % NaCl หรือ 10–25 ppt โดยมี pH ในช่วงท่ีเหมาะสมกบัการเล้ียง
กุง้อยูท่ี่ 8–9 (ธงชยั, 2544) 
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4.6 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจัดสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในน ้า เสีย
สังเคราะห์ 

การคัดแยก Heterotrophic Bacillus ส่วนใหญ่มุ่งเน้นไปท่ีการก าจัดการสะสม     
สารอนินทรียไ์นโตรเจนในการปรับปรุงคุณภาพน ้ าเสีย (Yang et al., 2011; Zhang et al., 2012; Yao 
et al., 2013) โดยการศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus spp. ในน ้ าเสียสังเคราะห์ สามารถก าหนดค่า
สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ปริมาณของแอมโมเนีย ไนไตรท์ ไนเตรท และ
พารามิเตอร์อ่ืน ๆ ได ้(Chun et al., 2012) ท าให้ไดท้ราบถึงประสิทธิภาพของ Bacillus spp. ในการ
ก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนทั้งกระบวนการ ในการทดลองคร้ังน้ีใชน้ ้ าทะเล (NH4)2SO4, NaNO2, 
KNO3 และอาหารเมด็ส าเร็จรูปแบบจมส าหรับการเล้ียงกุง้ เป็นส่วนประกอบ ปรับ pH ท่ี 7.0 เพื่อให้
ไดส้ารอินทรีย ์สารประกอบไนโตรเจน ไดแ้ก่ ปริมาณแอมโมเนียให้อยู่ในช่วง 1–2 mg–N/L ไน
ไตรท ์และไนเตรทอยูใ่นช่วง 0.5–1 mg–N/L ซ่ึงเป็นค่าท่ีอยูใ่นช่วงของน ้ าทิ้งท่ีไดจ้ากการเล้ียงกุง้
ทะเล และเกณฑ์มาตรฐานน ้ าทิ้งจากบ่อเพาะเล้ียงชายฝ่ัง (สิริ และคณะ, 2548; กรมควบคุมมลพิษ, 
2554) สอดคลอ้งกบัการายงานของ Shan และ Obbard (2001) ท่ีมีการใชอ้าหารกุง้เป็นส่วนประกอบ 
0.44 g/L เพื่อเป็นส่วนทดแทนของค่า COD และสูตรน ้ าเสียสังเคราะห์ของ O–Thong และคณะ 
(2003) ท่ีใชอ้าหารกุง้ 1.5 g/L และ (NH4)2SO4 0.024 g/L (มีค่าเท่ากบั 5 mg NH4

+–N/L) เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ซ่ึงมีค่า pH ท่ีเหมาะสมอยู่ระหว่าง 7–8 ส าหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และ
กระบวนการ Denitrification ในน ้ าเสียสังเคราะห์ (Yoo et al., 1999) และในการทดลองมีการขยาย
เช้ือมาใชใ้นปริมาณ 108 CFU/mL และทดสอบความสามารถในปริมาณ 1% และ 5% เน่ืองจากเป็น
ความเขม้ขน้ของ Bacillus ท่ีมีความสม ่าเสมอ และกระจายตวัไดดี้ เม่ือเซลล์เขา้สู่ช่วงอตัราการเจริญ
คงท่ี (Stationary phase) ท าให้ไดค้วามเขม้ขน้สปอร์ไดถึ้ง 108–109 CFU/mL ท่ี 24–48 ชม. ซ่ึงเป็น
ช่วงท่ีสามารถน าเช้ือไปใช้เพิ่มปริมาณ และมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด (ไวรุจน์ และคณะ, 2550; 
Dulmage et al., 1990; Kulpreecha et al., 2009) 

จากผลการทดลอง พบวา่ แอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรทลดลงไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 
ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 ประสิทธิภาพของการใช้กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% สามารถลดแอมโมเนีย 
ไนไตรท ์และไนเตรทไดดี้กวา่กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% เม่ือพิจารณาจากการลดลงของคุณภาพ
น ้ าทั้ง 3 พารามิเตอร์ สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Rajakumar และคณะ (2008) ท่ีท าการทดสอบ
ประสิทธิภาพของ Pseudomonas sp. KW1 และ Bacillus sp. YW4 ในการก าจดัไนเตรทในน ้ าเสีย
ไนเตรทสังเคราะห์ พบว่า ปริมาณเช้ือ 1% (1x106 CFU/mL) สามารถลดไนเตรทได้ 99.3% มี
ปริมาณไนเตรทเร่ิมตน้ท่ี 45 mg–N/L ในเวลา 7 วนั (Patureau et al., 1994) และ B. subtilis AYC  
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สามารถลด NH4
+–N ได ้84.61–96.19% ในเวลา 14 วนั โดยแอมโมเนียเร่ิมตน้เฉล่ียอยูใ่นช่วง 8–16 

mg–N/L (Xiao et al., 2011)  
ทั้งน้ี ในการทดลองใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% มีการสะสมปริมาณไนไตรท์ 

และไนเตรทในระบบนอ้ยกวา่การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% โดยการสะสมไนไตรท์ และไน
เตรทพบไดใ้นระบบการปรับปรุงคุณภาพน ้า เน่ืองมาจากไนไตรทท่ี์เกิดข้ึนในระบบเป็นสารท่ีไม่คง
ตวัท่ีสามารถเปล่ียนรูปไปเป็นไนเตรทได ้โดยแบคทีเรียใชแ้อมโมเนียในน ้ าเป็นแหล่งอาหาร และ
เปล่ียนรูปแอมโมเนียไปเป็นไนไตรท ์สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Yao และคณะ (2013) ซ่ึงรายงาน
ว่าการใช้ B. methylotrophicus L7 สามารถก าจดัแอมโมเนีย และ TN ได้ 77.5% และ 53% 
ตามล าดบั ในการบ าบดัน ้ าเสียสังเคราะห์ท่ีปริมาณ NH4

+ เร่ิมตน้ในช่วง 59.2–120 mg–N/L ส่งผล
ให้มีการสะสมของไนไตรท์ในระบบ ซ่ึงจากการรายงานของ Zhang และคณะ (2012) พบว่า 
Bacillus L7 สามารถก าจดัไนไตรทไ์ดดี้ในสภาวะท่ีมีไนไตรทเ์ร่ิมตน้ 55–65 mg–N/L และเกิดไน  
เตรทในระบบปริมาณ 13–35 mg–N/L นอกจากน้ี Rhodococcus sp. CPZ24 ท่ีเป็นเฮเทอโรโทรฟิค
แบคทีเรียเช่นเดียวกนักบั Bacillus มีความสามารถในการก าจดัแอมโมเนียได ้86% และเกิดไนไตรท์
ในระบบ 48.2 mg–N/L และไนเตรท 13.4 mg–N/L ตามล าดบั (Chen et al,. 2012)  

การทดลองระบบแบบใหอ้ากาศ มีการใหอ้ากาศอยา่งเต็มท่ีดว้ยเคร่ืองป๊ัมลม ท าให้
มีปริมาณออกซิเจนละลายน ้ ามากพอต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และการเกิดปฏิกิริยา 
Nitrification (Chankaew et al., 2018) แตกต่างกบัการทดลองแบบไม่ให้อากาศในขวดรูปชมพู ่
อากาศท่ีไดใ้นระบบเกิดจากการเขยา่ มีผลให้ออกซิเจนในอาหารเล้ียงเช้ือจ ากดั และมีปริมาณนอ้ย
กวา่ ซ่ึงในสภาวะท่ีออกซิเจนมีปริมาณท่ีจ ากดันั้น Bacillus สามารถท าใหเ้กิดกระบวนการ Nitrogen 
assimilation ท่ีมีการใช้สารอนินทรียไ์นโตรเจนเพื่อน าไปใชใ้นการเจริญเติบโต (Kutako et al., 
2009) โดย Patureau และ Bernet (2000) และ Kim และคณะ (2005) กล่าววา่ ปริมาณออกซิเจน
ละลายน ้ ามากจะไม่มีผลต่อประสิทธิภาพการก าจดัแอมโมเนีย แต่เม่ือปริมาณลดลงคร่ึงหน่ึงจะ
ส่งผลต่อการผลิต และการท างานของเซลล์ในกระบวนการ Nitrification และ Denitrification 
ภายใตส้ภาวะท่ีมีอากาศ โดย Bacillus spp. ในการทดลองทั้ง 2 ระบบสามารถลดแอมโมเนีย ไน
ไตรท ์และไนเตรทไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

จากการทดลองพบวา่ Bacillus TW24, BR002, TW31, BR001 และ TW34 ปริมาณ 

1% มีประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนไดดี้ท่ีสุดทั้งในระบบการทดลองท่ีไม่ไห้

อากาศ และให้อากาศ มีประสิทธิภาพในการก าจดัแอมโมเนียเฉล่ียอยู่ในช่วง 84.73–86.45% ซ่ึง

ดีกวา่  
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ดีกวา่ผลจากการทดลองของ Lalloo และคณะ (2007) ท่ีศึกษาคุณสมบติัของ B. subtilis B001, B. 

cereus B002 และ B. licheniformis B003 ในการปรับปรุงคุณภาพน ้ าในการเล้ียงปลาสวยงาม พบวา่ 

Bacillus B002, B001 และ B003 สามารถลดแอมโมเนียไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 77, 74 และ 72% 

ตามล าดับ ในเวลา 7 วนั ท่ีความเข้มขน้เช้ือ 1x105 CFU/mL ในขณะท่ีในการทดลองคร้ังน้ี 

ประสิทธิภาพในการก าจดัไนไตรท ์และไนเตรทเฉล่ียอยูใ่นช่วง 78.83–83.08% และ 66.22–73.31% 

ตามล าดบั โดยมีไนไตรท์ และไนเตรทเร่ิมตน้อยู่ในช่วง 0.57±0.05–0.64±0.04 mg–N/L และ 

0.51±0.01–0.61±0.03 mg–N/L ตามล าดบั อาจเน่ืองจาก Bacillus สามารถลดแอมโมเนียให้อยู่ใน

ระดบัต ่า ส่งผลต่อปริมาณไนไตรท์ท่ีเกิดข้ึนลดลงตามไปดว้ย และเปล่ียนเป็นไนเตรทไดต่้อเน่ือง 

รวมถึงปริมาณความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีใช้ในปริมาณ 108 CFU/mL สอดคลอ้งกบัการรายงานของ 

Kulpreecha และคณะ (2009) และ Menasveta และคณะ (2001) ซ่ึงกล่าววา่ ความเขม้ขน้ของเช้ือท่ี 

108 CFU/mL เป็นความเขม้ขน้ของ Bacillus ท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุด ท าให้ปริมาณคงเหลือของ

แอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรทอยูใ่นปริมาณนอ้ย โดยในน ้ าจากการเล้ียงกุง้กุลาด าในระบบปิดท่ี

หมุนเวียนน ้ ากลบัมาใชใ้หม่จะมีปริมาณการสะสมไนเตรทไดม้ากถึง 50 mg–N/L ในระยะเวลา 40 

วนั  

การลดลงของแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทท่ีเกิดข้ึน Bacillus spp. มี

ความสามารถในการใชส้ารอนินทรียไ์นโตรเจน โดยน าแอมโมเนียไปใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อ

สร้างเซลล์ และเจริญเติบโต ส าหรับการลดลงของปริมาณไนไตรท์ในระบบ มีผลมาจากการ

oxidation แอมโมเนียของเช้ือท่ีเช่ือมต่อไปยงักระบวนการ Denitrification ซ่ึงอาจเปล่ียนไปเป็นไน

เตรท และก๊าซไนโตรเจนได ้(Sakai et al., 1997) ส่งผลให้เกิดการสะสมไนไตรท ์และไนเตรทใน

ระบบไดน้้อย (Xiao et al., 2011) ส่วน Lu และคณะ (2012b) กล่าววา่ Heterotrophic nitrifying 

bacteria บางชนิด สามารถก าจัดไนเตรทในระบบให้กลายเป็นก๊าซไนโตรเจนอิสระได้ใน

กระบวนการ Denitrification แบบใช้อากาศ ทั้งน้ี ในการทดลองพบว่า การใช้กล้าเช้ือ Bacillus 

TW34, BR002, TW31, BR001 และ TW34 ปริมาณ 1% ประสบความส าเร็จในการก าจดัสารอนิน 

ทรียไ์นโตรเจนไปพร้อม ๆ กนัในน ้าเสียสังเคราะห์  
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4.7 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus ในการก าจัดสารอนินทรีย์ไนโตรเจนในน ้าจากการเลีย้ง
กุ้งทะเล 

4.7.1 การเปลีย่นแปลงของแอมโมเนียในระหว่างการทดลอง 

จากการทดลอง พบวา่ การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% และ 5% สามารถลด
แอมโมเนียได้ดีในวนัท่ี 4 ต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 7 โดยน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุ้งท่ีผ่านการฆ่าเช้ือมี
แอมโมเนียเร่ิมตน้อยูใ่นช่วงเฉล่ีย 16.57–36.49 mg–N/L หลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus TS21, TS23, 
BR002 และ BR001 สามารถลดแอมโมเนียได ้59.94–69.93% เหลือแอมโมเนียปริมาณ 6.98–7.39 
mg–N/L ส่วนในระบบท่ีไม่ผ่านการฆ่าเ ช้ือสามารถลดแอมโมเนียได้ 31.63–48.42% เหลือ
แอมโมเนียปริมาณ 8.67–12.60 mg–N/L จะเห็นไดว้่า ปริมาณคงเหลือของแอมโมเนียในระบบท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือมีแนวโนม้ในปริมาณท่ีนอ้ยกวา่ระบบท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ เน่ืองจากในระบบน ้ าทิ้งท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้นั้นจะมีปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตน้ภายในระบบท่ีนอ้ยกวา่ เกิดจากการท่ีน าน ้ าทิ้ง
ไปผา่นการฆ่าเช้ือเป็นการท าให้ปราศจากเช้ือ มวลชีวภาพ และจุลินทรียต์วัอ่ืน ท าให้ระบบการยอ่ย
สารอินทรีย ์และสารอนินทรียภ์ายในระบบหยุดลง (Shan and Obbard, 2001) มีเพียงความสามารถ
ของ Bacillus spp. ท่ีไดจ้ากการเติมกลา้เช้ือ สามารถยอ่ยสลายสารอนินทรียใ์นระบบ ซ่ึงแตกต่างกบั
ชุดการทดลองน ้าทิ้งท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือท่ีมีปริมาณแอมโมเนียท่ีมากกวา่ เน่ืองจากมีการท างานของ
จุลินทรียอ์ยู่ตลอดเวลา ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือท่ีมีการเติมกลา้
เช้ือ Bacillus TS21, TS23, BR002 และ BR001 สามารถลดแอมโมเนียไดต่้อเน่ืองจากวนัท่ี 4 และมี
แนวโน้มการลดแอมโมเนียได้มากกว่าในชุดการทดลองในน ้ าทิ้งท่ีผ่านการฆ่าเช้ือเล็กน้อยเฉล่ีย
ในช่วง 48.56–63.74% ในวนัท่ี 7 สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Boopathy และคณะ (2015) ซ่ึง
ศึกษากลุ่มเช้ือ Bacillus ท่ีประกอบดว้ย B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis, และ B. cereus 
ท่ี 106 CFU/mL ในการบ าบดัน ้ าในการเล้ียงกุง้ พบวา่ ในน ้ าเสียจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ 
กลุ่มเช้ือ Bacillus สามารถก าจดัแอมโมเนียได ้95% ขณะท่ีน ้ าเสียท่ีผา่นการฆ่าเช้ือสามารถก าจดั
แอมโมเนียได้ 85% ในเวลา 8 วนั เน่ืองจากการเติม Bacillus ลงไปมีประสิทธิภาพในการก าจดั
แอมโมเนีย และมีส่วนช่วยส่งเสริมกลุ่มจุลินทรียใ์นน ้ าให้สามารถก าจดัแอมโมเนียไดม้ากข้ึน และ
ส่งผลใหไ้นไตรท ์และไนเตรทลดลงได ้ 
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4.7.2 การเปลีย่นแปลงของไนไตรท์ในระหว่างการทดลอง 

เช่นเดียวกบัผลการทดลองของแอมโมเนียหลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 
1% และ 5% ไนไตรทมี์การลดลงไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 และ 7 ของการทดลอง ซ่ึงแตกต่างกบัชุดควบคุม 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) หลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus TS21, TS23, BR002 และ BR001 
ท าให้ปริมาณไนไตรทเ์ร่ิมตน้เฉล่ีย 32.48 mg–N/L ลดเหลือเฉล่ีย 16.31 mg–N/L ลดลงไดดี้ในวนัท่ี 
4 ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ ขณะท่ีชุดการทดลองน ้ าทิ้งท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ ปริมาณ
ไนไตรทเ์ร่ิมตน้เฉล่ีย 30.68 mg–N/L ลดเหลือ 7.31–8.86 mg–N/L ในวนัท่ี 7 จะเห็นไดว้า่ ในชุดการ
ทดลองน ้ าทิ้งท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ ปริมาณไนไตรท์จะเพิ่มข้ึน และลดลงได้ทั้ งวนัท่ี 4 และ 7 
เน่ืองจากเม่ือมีการลดลงของแอมโมเนียก็จะส่งผลท าให้ปริมาณไนไตรทเ์พิ่มข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
ปริมาณการเปล่ียนแปลงของแอมโมเนียในระหว่างการทดลอง แอมโมเนียจะถูกเปล่ียนไปเป็นไน
ไตรท์ในกระบวนการ Nitritification โดยแบคทีเรียในกลุ่ม Ammonium oxidizing และ pH จะมี
ส่วนส าคญัท่ีมีผลต่อเวลาในการเกิดปฏิกิริยา ซ่ึงช่วง pH 6 มีผลท าให้ปฏิกิริยาเกิดข้ึนช้าลง (สุ
บณัฑิต และวีระพงศ์, 2552; Rajakumar et al., 2008) สอดคลอ้งกบัผลการเปล่ียนแปลง pH ใน
ระหวา่งการทดลองท่ีมีการลดลง โดย Bacillus spp. มีประสิทธิภาพในการลดไนไตรทไ์ดเ้ฉล่ีย 37–
75% สอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพของ B. cereus PB88 ในการจดัการคุณภาพน ้ าในการเล้ียงกุง้ได ้
98.51% ในเวลา 7 วนั (Barman et al., 2017) 

4.7.3 การเปลีย่นแปลงของไนเตรทในระหว่างการทดลอง 

หลงัจากแอมโมเนียถูกเปล่ียนเป็นไนไตรท์ และไนไตรท์สามารถเปล่ียนเป็นไน  
เตรทในกระบวนการ Nitritification นั้น ระหว่างการทดลองมีการลดลงของไนเตรทตั้งแต่วนัท่ี 4 
และ 7 ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผ่าน และไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ มีปริมาณไนเตรทอยู่
ในช่วงค่อนขา้งสูงเฉล่ีย 40–60 mg–N/L หลงัจากเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ท าให้
ไนเตรทลดลงเหลือปริมาณ 15–30 mg–N/L โดย Bacillus TS23, BR001 และ BR002 สามารถลด
ไนเตรทไดเ้ฉล่ีย 15–50% การลดลงของไนเตรทในระหวา่งการทดลองในเวลา 7 วนัสอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Saïd และคณะ (2014) พบวา่ B. tequilensis และ B. cereus สามารถลดไนเตรทได ้
เท่ากบั 37.4 และ 80% ในเวลา 6 วนั ทั้งน้ี ปริมาณไนเตรทท่ีสูงในการทดลองคร้ังน้ี อาจเกิดจากการ
ออกซิไดซ์ไนไตรทเ์ป็นไนเตรทของเช้ือ Bacillus spp. และการลดลงของไนเตรทในระหวา่งการ 
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ทดลอง และการใชไ้นไตรท ์หรือไนเตรทในการเจริญเติบโต โดย Ahn (2006) กล่าววา่ B. subtilis 
เป็นพวกท่ีเจริญได้เม่ือมีออกซิเจน หรือมีแต่ไนไตรท์ หรือไนเตรท และเจริญอยู่ได้เม่ือมีทั้ ง
ออกซิเจน และไนเตรทรวมกนั สอดคล้องกบัผลการลดลงของออกซิเจนละลายน ้ าท่ีลดต ่าลงใน
ระหวา่งการทดลอง ซ่ึงมีความเป็นไปไดว้า่ Bacillus spp. จะมีการใชไ้นเตรท และออกซิเจนเพื่อการ
เจริญเติบโตในระหว่างการทดลอง อย่างไรก็ตาม ไนเตรทก็สามารถเปล่ียนเป็นก๊าซไนโตรเจน
อิสระในกระบวนการ Denitrification ในสภาวะท่ีมีอากาศได ้(Yang et al., 2011) ซ่ึงภายในระบบ
หากมีการขาดออกซิเจน และไบคาร์บอเนต กจ็ะเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าให้แบคทีเรียเปล่ียนแอมโมเนีย
ไปเป็นไนเตรทไม่สมบูรณ์ (พุทธ, 2562) 

ส าหรับชุดควบคุมในระบบท่ีผ่านการฆ่าเช้ือมีการเพิ่มข้ึนของสารอนินทรีย์
ไนโตรเจน เน่ืองจากภายในระบบปราศจากเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถยอ่ยสลาย หรือก าจดัสารอินทรีย ์
และสารอนินทรียไ์นโตรเจนเหล่านั้นได ้ขณะท่ีชุดควบคุมในระบบน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือจะ
ยงัคงมีกระบวนการย่อยสลายท่ีเกิดจากจุลินทรียใ์นน ้ า รวมถึงยงัคงมีการท างานของแบคทีเรียใน
กลุ่ม Nitrifiers–denitrifiers ชนิดอ่ืนอยู ่(Boopathy et al., 2005) ท าให้มีการเปล่ียนแปลงของสาร 
อนินทรีย์ไนโตรเจนเล็กน้อย แต่ยงัคงมีสารอนินทรีย์ไนโตรเจนท่ีตกคา้งในระบบมากกว่าชุด
ทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus spp. โดยการเติมกลา้เช้ือ Bacillus TS23, BR002 และ BR001 มี
ประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด โดยการใชก้ลา้
เช้ือ Bacillus ในปริมาณ 1% มีการลดแอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรทในระบบไดสู้งกวา่การใช้
กลา้เช้ือ Bacillusในปริมาณ 5% และเม่ือพิจารณาประสิทธิภาพของเช้ือในระบบน ้ าทิ้งท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือ พบวา่ Bacillus TS23, BR002 และ BR001 ยงัคงมีประสิทธิภาพท่ีมีแนวโนม้สูงกวา่ในระบบน ้ า
ทิ้งจากการเล้ียงท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ โดย Bacillus ทั้ง 3 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Heterotroph 
ท่ีมีกระบวนการ Nitrification–denitrification ในสภาวะท่ีมีอากาศ สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Lu 
และคณะ (2012a) ซ่ึงศึกษาประสิทธิภาพ B. subtilis ในการก าจดัสารประกอบไนโตรเจนในน ้ าจาก
การเล้ียงปลาท่ีมีของเสียจากปลาเป็นอินทรียวตัถุท่ีท าให้จุลินทรียเ์กิดการยอ่ย เช่นเดียวกบัของเสีย
ท่ีมาจากกุง้ในการเล้ียงกุง้ท  าให้มีสารประกอบไนโตรเจนเพิ่มข้ึน (สุบณัฑิต และวีระพงศ์, 2552) 
โดยใชเ้ช้ือ 2x1011 CFU/mL พบวา่ เม่ือ B. subtilis มีปริมาณท่ีเพิ่มข้ึน แอมโมเนียมีการลดลงในเวลา 
10 วนั สามารถลดไนไตรทไ์ดอ้ยูใ่นช่วง 0.25–0.50 mg–N/L และลดไนเตรทไดอ้ยูใ่นช่วง 2.0–2.5 
mg–N/L  
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ส าหรับประสิทธิภาพในการลดสารอนินทรียไ์นโตรเจนไดต้ั้งแต่ในวนัท่ี 4 และ
วนัท่ี 7 ของการทดลองคร้ังน้ี สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Zokaeifar และคณะ (2014) และ He 
และคณะ (2016) พบว่า แบคทีเรีย Heterotrophic–denitrification มีประสิทธิภาพท่ีเสถียรในช่วง 4 
วนัแรก และมีการเปล่ียนแปลงในวนัท่ี 7–8 ของการทดลอง Yan และคณะ (2006) พบวา่ Bacillus 
sp. LY สามารถลดสารอนินทรียไ์นโตรเจนไดต้ั้งแต่วนัท่ี 3 ของการทดลอง และลดไดม้ากท่ีสุด
เท่ากบั 74.7% ในวนัท่ี 4 หลงัจากนั้นประสิทธิภาพมีการลดลงอีก 2 วนัถดัมา โดยมีแอมโมเนีย
เร่ิมตน้ในช่วง 45 mg–N/L รวมถึงผลการทดลองของ Lin และคณะ (2007) พบวา่ Bacillus sp. LY 
สามารถลดอนินทรียไ์นโตรเจนได ้39.9% ในวนัท่ี 5 และเหลือเพียง 38.3% ในวนัท่ี 7  

การลดลงของสารอนินทรียไ์นโตรเจนในระหวา่งการทดลองในช่วง 4 วนัแรกนั้น 
อาจเกิดหลงัจากเติมเช้ือ Bacillus spp. ลงไป เช้ือสามารถดูดซึมสารอนินทรียไ์นโตรเจนบางส่วนเขา้
ไปในกระบวนการเจริญเติบโต (Assimilation) (มะลิวลัย ์และสรวิศ, 2555) และเช้ือสามารถใช ้    
สารอนินทรียท่ี์มีอยูเ่ดิมจากกระบวนการยอ่ยของจุลินทรียอ่ื์น ๆ ท าให้ปริมาณแอมโมเนียลดนอ้ยลง 
เพราะการลดโปรตีนลดมากข้ึน เม่ือสารอนินทรียใ์นระบบมีปริมาณลดนอ้ยลง การยอ่ยสารอินทรีย์
อ่ืน ๆ จึงเกิดข้ึน รวมถึงการเจริญเติบโตของเช้ือจะชะลอชา้ลง เน่ืองจากตอ้งการแหล่งคาร์บอน และ
ไนโตรเจนเพื่อการเพิ่มจ านวน (Yan et al., 2006; Chanpun et al., 2007) ท าให้แบคทีเรียตอ้งมีการ
ย่อยโปรตีนในอาหารกุ้งเพิ่มข้ึน ส่งผลต่อแอมโมเนียมีปริมาณสูงข้ึนอีกคร้ัง ซ่ึง Bacillus ตอ้งใช้
แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีเป็นส่วนส าคญัท าให้เช้ือมีการเจริญเติบโตท่ีมากพอ และพร้อมท่ี
จะกลบัท างานอีก โดยในการทดลองคร้ังน้ีใช้น ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีมีสารอินทรีย ์และอนินทรีย์
ไนโตรเจนท่ีมาจากของเสียของกุ้งท่ีขบัถ่ายออกมา รวมถึงเศษอาหารท่ีเหลือภายในบ่อเล้ียงจะ
สามารถละลายอยูใ่นน ้าภายในเวลา 3–4 วนั (พุทธ, 2562)  

อย่างไรก็ตาม น ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้จะมีปริมาณแอมโมเนียท่ีสูงอยู่แลว้ เน่ืองจาก
ปริมาณสารอินทรีย์ในน ้ า และตะกอนดินท่ีปะปนมาในปริมาณสูง ส่งผลให้มีการเพิ่มข้ึนของ
แอมโมเนียอีกคร้ังในวนัท่ี 5 ถึง 7 ของการทดลอง สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Chanpun และคณะ 
(2007) พบวา่ การทดลองในน ้ าบ่อเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ B. cereus S1 มีกิจกรรมการยอ่ยท่ีใช้
เอนไซม ์Protease ในอาหารกุง้ปริมาณ 57.1 mg/L สามารถท าให้แอมโมเนียลดลงเหลือ 5 mg–N/L 
ในวนัท่ี 3 และสามารถลดค่า COD ในน ้าบ่อเล้ียงกุง้ได ้15.8% ขณะท่ีการยอ่ยสารอินทรียใ์นชุดการ
ทดลองท่ีผา่นการฆ่าเช้ือปริมาณแอมโมเนียจะเพิ่มข้ึนในช่วงวนัท่ี 5 เม่ือ Bacillus S1 มีแนวโน้ม
ปริมาณท่ีลดลง  
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จากผลการทดลองการเปล่ียนแปลงของปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรท
ท่ีเพิ่มข้ึนในระหวา่งวนัท่ี 5 ถึง 7 ของการทดลองนั้น เกิดจากสารอินทรียไ์นโตรเจนจะถูกแบคทีเรีย
ยอ่ย และปล่อยแอมโมเนียออกมาอยูใ่นน ้ า รวมถึงอาหารเหลือท่ีสะสมอยูใ่นน ้ ามีส่วนท่ีท าให้เกิด
ปัญหาแอมโมเนียได้นานถึงประมาณ 1 เดือน หลงัจากแอมโมเนียเพิ่มปริมาณมากข้ึน ไนไตรทจ์ะ
เกิดข้ึนตามมา (พุทธ, 2562) นอกจากน้ี แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพท่ีลดลงเกิดการตายก็จะส่งผลท า
ให้มีการปลดปล่อยสารจ าพวกสารอนินทรียไ์นโตรเจนกลบัเขา้สู่ระบบไดอี้กคร้ัง และแบคทีเรียท่ี
ยงัคงมีประสิทธิภาพ สามารถท างานภายในระบบก็จะใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจน หรือ
แอมโมเนียอาจระเหยออกจากระบบในขณะท าการทดลองท าให้แอมโมเนียมีการลดลง ส าหรับการ
เปล่ียนแปลงของไนไตรท์ และไนเตรท อาจเกิดจากกิจกรรมท่ีแบคทีเรียสามารถใช้แอมโมเนีย
เปล่ียนไปเป็นไนเตรท หรือแบคทีเรียท่ีเปล่ียนไนเตรทเป็นไนไตรท์ การเพิ่มข้ึนของไนไตรท ์และ
ไนเตรทเกิดจาก Bacillus จะเลือกรับออกซิเจนมาเป็นตวัรับอิเล็กตรอนมากกว่าการใช้ NO3

– ใน
สภาวะท่ีค่า DO มีปริมาณมาก (ธงชยั, 2544) ทั้งน้ี จากการรายงานของ Boopathy และคณะ (2015) 
กล่าววา่ Bacillus จะเร่ิมมีการใชค้าร์บอน และไนโตรเจนในช่วง 3–4 วนัแรกในน ้ าเสียจากการเล้ียง
กุง้ โดยผ่านกระบวนการ Nitrification–denitrification การเติมแหล่งคาร์บอนให้ Bacillus ในการ
บ าบดัน ้ าเสียมีส่วนช่วยท าให้เช้ือมีประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนไดม้ากข้ึน 
(Zhao, 2009; Luo et al., 2016) และกระบวนการ Denitrification ท่ีเกิดข้ึนโดย Bacillus มีปัจจยั
ส าคญั คือ ปริมาณออกซิเจนละลายน ้ า และค่า pH (Barman et al., 2017) ซ่ึงอตัราเร็วของการเกิด
การเปล่ียนแปลงสารประกอบไนโตรเจนข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้มในระหวา่งเกิดการยอ่ยสลายของ
อาหาร (Zhao et al., 2009)  
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4.7.4 การเปลีย่นแปลงของออร์โธฟอสเฟตในระหว่างการทดลอง 

Muthuwani และ Lin (1996) รายงานว่า การถ่ายน ้ าจากการเล้ียงกุง้ท  าให้ธาตุ
ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสถูกปลดปล่อยลงสู่แหล่งน ้ าธรรมชาติเฉล่ียร้อยละ 45 และ 26 ตามล าดบั 
ซ่ึงออร์โธฟอสเฟตเป็นฟอสฟอรัสอนินทรียท่ี์ละลายน ้ า จากการทดลองเติมกลา้เช้ือ Bacillus ใน
ปริมาณ 1% และ 5% มีผลต่อการลดลงของปริมาณออร์โธฟอสเฟตตั้งแต่วนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 ซ่ึง
ประสิทธิภาพของเช้ือ Bacillus spp. ปริมาณ 1% มีผลต่อการลดของปริมาณออร์โธฟอสเฟตมากกวา่
กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% ในวนัท่ี 7 เล็กน้อย สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Fushs และคณะ 
(1972) ท่ีรายงานวา่ Bacillus sp. สามารถดูดซบัสารอนินทรียฟ์อสฟอรัสไดดี้กวา่พืชน ้ า ซ่ึงในการ
ทดลองคร้ังน้ีใช้กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% สามารถควบคุมปริมาณสารอนินทรียฟ์อสเฟตได้
ดีกวา่ชุดควบคุมท่ีไม่เติมเช้ือ Bacillus spp. และการลดลงในวนัท่ี 4 การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus TW34, 
BR001, TS23, TS21 และ BR002 สามารถเปล่ียนแปลงปริมาณออร์โธฟอสเฟตในระบบมีแนวโนม้
ลดลงเฉล่ียอยู่ในช่วง 50–75% โดยในการทดลองปริมาณออร์โธฟอสเฟตเร่ิมตน้เฉล่ียอยู่ในช่วง 
3.8–8.0 mg–P/L ซ่ึงสูงกวา่เกณฑ์มาตรฐานน ้ าทิ้งจากการเล้ียงสัตวน์ ้ าชายฝ่ัง มีผลมาจากอาหาร ซ่ึง
สูตรอาหารเม็ดส าเร็จรูปจะมีฟอสฟอรัสจากวตัถุดิบเป็นส่วนประกอบถึง 51% (จูอะดี และพชัรี, 
2553; พุทธ และวลีรัตน์, 2547) โดยออร์โธฟอสเฟตท่ีละลายอยูใ่นน ้ า ส่วนหน่ึงเกิดจากฟอสฟอรัส
ท่ีเหลือจากการดูดซึมเพื่อน าไปใชข้องกุง้ หลงัจากถูกบริโภค เผาผลาญ และขบัถ่ายออกมาจากตวั
กุง้อยูใ่นรูปตะกอนอินทรียส่ิ์งขบัถ่าย และละลายน ้ า (นิคม และคณะ, 2549; พงศ์ศกัด์ิ และรัฐชา, 
2557) และเกิดจากกิจกรรมการยอ่ยเศษอาหารท่ีเหลือของแบคทีเรีย (สมหมาย, 2539)  

ในชุดทดลองระบบน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุ้งท่ีผ่านการฆ่าเช้ือมีปริมาณออร์โธ
ฟอสเฟตท่ีสูงกว่าชุดทดลองระบบน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ เน่ืองจากฟอสฟอรัส
อินทรียท่ี์อยูใ่นน ้ ามากกวา่ 90% สามารถถูกปลดปล่อยละลายกลบัสู่ระบบ (สมหมาย, 2539) ยงัคง
สะสม และไม่ถูกยอ่ยสลาย เน่ืองจากในน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือปราศจากจุลินทรียอ่ื์น 
ๆ ซ่ึงหลงัจากการเติมกลา้เช้ือ Bacillus แบคทีเรียก็สามารถน าไปใชต่้อไปได ้โดยมีแนวโนม้ปริมาณ
ลดลงไปในทิศทางเดียวกนักบั ปริมาณสารอนินทรียไ์นโตรเจน และปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมด
ในระหวา่งการทดลอง   
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ปริมาณออร์โธฟอสเฟตท่ีมีการเพิ่มข้ึน เน่ืองจากภายในระบบมีกระบวนการท่ีเกิด
จากจุลินทรียท่ี์มีการหลัง่กรดอินทรีย ์(Organic acid) และกรดอนินทรีย ์(Inorganic acid) ออกมา
ยอ่ยสารอินทรียฟ์อสเฟต (ศิริพรรณ, 2550) รวมถึงการย่อยสลายเซลล์ของแบคทีเรียท่ีมีการดูดซับ
ออร์โธฟอสเฟตไวภ้ายในสามารถปลดปล่อยออร์โธฟอสเฟตกลบัสู่ระบบได ้และส่วนหน่ึงอาจเกิด
จากอุณหภูมิเพิ่มข้ึน หรือ pH ลดลง ท าให้ฟอสฟอรัสอนินทรียล์ะลายไดน้อ้ยลง (สมหมาย, 2539) 
โดย pH 7.5 และค่าความเค็มท่ี 25 ppt เป็นสภาวะท่ีเหมาะสม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดั
ฟอสฟอรัสในน ้ าเล้ียงกุ้งทะเลแก่แบคทีเรีย ขณะเดียวกนัจากการทดลอง พบว่า ปริมาณออร์โธ
ฟอสเฟตในวนัท่ี 4 ลดลงเฉล่ียเหลือ 2.5–5.5 mg–P/L และวนัท่ี 7 ลดลงเฉล่ียมากท่ีสุดเหลือ 1.26–
2.42 mg–P/L เน่ืองจากเกิดกระบวนการ Intracellular phosphorus เกิดข้ึน ซ่ึง Bacillus spp. สามารถ
สร้างเอนไซม์ Poly phosphate kinase ท่ีสามารถดูดซับออร์โธฟอสเฟตเขา้สู่เซลล์ได ้โดยใช้เป็น
แหล่งพลงังาน องคป์ระกอบในการสร้างเซลล์ใหม่ และสะสมไวใ้นเซลล์อยูใ่นรูป Poly phosphate 
(ธงชยั, 2544; Rout et al., 2017)  

ทั้งน้ี หลงัจากทดลองการใชก้ลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ในการปรับปรุงคุณภาพ
น ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้เป็นเวลา 7 วนั มีการเปล่ียนแปลงของปริมาณออร์โธฟอสเฟตท่ีท าให้ปริมาณ
ลดลงส่งผลให้ปริมาณฟอสฟอรัสรวมมีปริมาณอยู่ในช่วงค่ามาตรฐานน ้ าทิ้งจากบ่อเล้ียงสัตวน์ ้ า
ชายฝ่ังปริมาณ 0.4 mg/L (กรมประมง, 2546ก) 

4.7. 5 การเปลีย่นแปลงของสารแขวนลอยทั้งหมดในระหว่างการทดลอง 

จากการทดลองเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้ง
จากการเล้ียงกุง้ท่ีผ่าน และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ มีคุณสมบติัในการลดสารแขวนลอยทั้งหมด (TSS) 
สอดคลอ้งกบัการรายงานของ ประสิทธ์ิ และคณะ (2554) ท่ีศึกษาการบ าบดัตะกอนเลนจากบ่อเล้ียง
กุง้แบบไร้ออกซิเจน เพื่อผลิตก๊าซชีวภาพท่ีมีการใช้จุลินทรีย ์EM ในการทดลอง 31 วนั พบว่า 
จุลินทรีย ์EM สามารถลด TSS ในตะกอนเลนได ้99% จากปริมาณ TSS เร่ิมตน้ 75,200 mg/L เหลือ 
675 mg/L โดย Zakaria และคณะ (2010) รายงานวา่ EM ประกอบดว้ยจุลินทรียม์ากกวา่ 80 สาย
พนัธ์ุ ซ่ึง Bacillus spp. เป็นส่วนผสมของกลุ่มจุลินทรียน์ั้น เช่นเดียวกบัการศึกษาของ วรวุฒิ และ
ชาคริยา (2558) และ Dalmin et al., (2001) ท่ีรายงานวา่ แบคทีเรีย Bacillus spp. ช่วยในการปรับปรุง
คุณภาพน ้า ซ่ึงสามารถลดปริมาณ TSS, TVS และ BOD ได ้  
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ส าหรับชุดทดลองน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ กลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 
1% ท าให ้TSS ลดลงวนัท่ี 4 และ 7 เฉล่ีย 41.02 และ 55.17% ตามล าดบั และการใชก้ลา้เช้ือปริมาณ 
5% ท าให้ TSS ลดลงเฉล่ียเท่ากบั 27.74 (วนัท่ี 4) และ 55.70% (วนัท่ี 7) ตามล าดบั ในขณะท่ีชุด
ทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ การเติมกลา้เช้ือปริมาณ 1% ท าให้มีการเพิ่มข้ึน
เล็กนอ้ยของ TSS ในวนัท่ี 7 และการใชก้ลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 5% สามารถลด TSS ไดดี้ในวนัท่ี 
4 ถึงว ันท่ี  7 ซ่ึง Bacillus ทั้ ง  7 ไอโซเลท สามารถลด TSS ได้เฉล่ียอยู่ในช่วง 33.82±0.08–
64.27±0.99% โดยประสิทธิภาพของ Bacillus spp. ในการลด TSS สอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพของ 
B. subtilis ในการบ าบดัน ้ าเสียท่ีลด TSS ได ้91.7% (เร่ิมตน้จาก 876 mg/L ลดเหลือ 73 mg/L) ใน
เวลา 84 ชม. (Yusuf et al., 2013) 

การเพิ่มข้ึนของ TSS ในระหว่างการทดลองส่วนหน่ึงเกิดจากปริมาณออกซิเจน
ละลายน ้าท่ีอยูใ่นปริมาณท่ีเหมาะสมท าใหต้ะกอน หรือสารอินทรียมี์การตกตะกอนไดน้อ้ยลงส่งผล
ใหแ้บคทีเรียสามารถยอ่ยสลายตะกอนอินทรียไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากข้ึน (ประสิทธ์ิ และคณะ, 
2554; Allgredge and Silver, 2003) และการลดลงของ TSS ในระหวา่งการทดลองเกิดจากจุลินทรีย์
ตามธรรมชาติท่ีมีในน ้ าอยูแ่ลว้ (ประสิทธ์ิ และคณะ, 2554) ท าให้ TSS มีการเปล่ียนแปลงได ้โดย
การเปล่ียนแปลงดงักล่าวสามารถสังเกตเห็นจากการเปล่ียนแปลงของความขุ่นของน ้ าท่ีลดลงใน
ระหว่างการทดลอง หลงัจากเติมเช้ือ Bacillus spp. ลงไป ซ่ึงเกิดจากการท่ีตะกอนจุลินทรียมี์การ
ตกตะกอนท่ีเป็นลกัษณะ Biofloc โดยท่ีจุลินทรียส์ร้างสารประเภท Extracellular polymer ท่ีมี
ลกัษณะเป็นเมือกบาง ๆ ท าหนา้ท่ียึดสารอินทรียแ์ขวนลอยเขา้กบัแบคทีเรีย (สุชาติ 2560; Suharti 
and Vries , 2004) ท าใหมี้กระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์กิดข้ึน 

จากการศึกษาของ สุชาติ (2560) กล่าวว่า การเติมอากาศเขา้สู่ระบบบ าบดัน ้ าจาก
การเล้ียงกุง้มีส่วนช่วยสนบัสนุนส่งเสริมกิจกรรม และการเจริญเติบโตของ Heterotrophic bacteria 
ให้ลดการสะสมของกากตะกอน ท าให้ปริมาณออกซิเจนอยูใ่นระดบัสูงกวา่ 4 mg/L และสามารถ
ควบคุมปริมาณ TSS ให้คงท่ี และปัจจยัของความเค็ม หรือความเข้มข้นเกลือท่ีเพิ่มมากข้ึนจะ
สามารถเหน่ียวน าให้การรวมตวัของกลุ่ม Biofloc มากข้ึน (Schryver et al., 2008) หลงัจากทดลอง
การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ในการปรับปรุงคุณภาพน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้เป็นเวลา 7 วนั
สามารถลด TSS ให้อยูใ่นช่วง 5–15 mg/L ซ่ึงยงัคงมีปริมาณอยูใ่นช่วงส าหรับเกณฑ์คุณภาพน ้ าท่ี
เหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของสัตวน์ ้ าปริมาณของสารแขวนลอยทั้งหมดในน ้ าท่ีไม่ควรสูงเกิน 25 
mg/L (นิคม และยงยทุธ, 2546)  
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4.7.6 การเปลีย่นแปลงของ pH ในระหว่างการทดลอง 

ในระหวา่งการทดลอง พบว่า ค่า pH ลดลงในชุดทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือ มีค่า pH เร่ิมตน้ของการทดลองเฉล่ียเท่ากบั 7.68±0.01 มีการลดลงต่อเน่ืองจากวนัท่ี 
4 (pH เหลือเฉล่ีย 7.30±0.38) และวนัท่ี 7 pH เหลือเฉล่ีย 7.15±0.48 เช่นเดียวกบัชุดทดลองน ้ าทิ้งจาก
การเล้ียงกุ้งท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ มีการลดลงของค่า pH ตั้งแต่เร่ิมตน้การทดลองต่อเน่ืองจาก pH 
เท่ากบั 7.97±0.01 เฉล่ียเหลือ 6.75±0.24 ในวนัท่ี 4 และลดลงเฉล่ียเหลือ 6.61±0.24 ในวนัท่ี 7 ซ่ึง
การลดลงของ pH ท่ีเกิดข้ึน เน่ืองจากกิจกรรมของ Bacillus ท่ีเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Heterotroph ท่ีมี
การปลดปล่อยไฮโดรเจนไอออน (H+) ออกมา ในกระบวนการเมตาบอลิซึม (Metabolism) (เจริญ 
และชนินทร์, 2552) ท่ีเป็นกิจกรรมในกระบวนการ Nitrification–denitrification ในสภาวะท่ีมี
อ า ก าศของ  Bacillus ร ะหว่ า ง ก า รทดลอง  แล ะ เ ม่ื อ  Bacillus มี ก า ร เพิ่ ม จ านวนท า ให้
คาร์บอนไดออกไซด์ และกรดอินทรียเ์พิ่มข้ึน ส่งผลให้น ้ ามีค่า pH ท่ีต ่าลงได ้ซ่ึงส่งผลท าให้ความ
ตอ้งการออกซิเจนเพิ่มมากข้ึนดว้ย (พุทธ และวลีรัตน์, 2547; พุทธ และคณะ, 2554)  

การลดลงของสารอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีเกิดจากประสิทธิภาพของ Bacillus spp. 
ในกระบวนการ Denitrification ในการทดลองคร้ังน้ีเกิดข้ึนในช่วงท่ีมีค่า pH เฉล่ีย 7–8 ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการายงานของ ธนิต (2536) กษิดิศ (2551) และ Song และคณะ (2011) ท่ีกล่าวว่า 
สภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการ Nitrification–denitrification มีค่า pH ระหวา่ง 7–8.5 ซ่ึงสภาพ
ความเป็นกลางถึงด่างเล็กน้อยจะท าให้การย่อยสลายของแบคทีเรีย และการใช้ธาตุอาหารมี
ประสิทธิภาพมากข้ึน (สมหมาย, 2539; เกรียงศกัด์ิ, 2545) ส่วนการลดต ่าลงของ pH ในระหวา่งการ
ทดลองเหลือเฉล่ีย 6.5–7 นั้น Bacillus spp. ยงัคงสามารถเจริญได ้เน่ืองจากค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโตจะอยูใ่นช่วง 6–9 (ธงชยั, 2544) โดยการลดลงของ pH ส่งผลต่อประสิทธิภาพของ 
Bacillus spp. ในการลดสารอนินทรียไ์นโตรเจนในน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ทะเล เน่ืองจากเม่ือน ้ าทิ้งมี
ค่า pH ท่ีลดต ่าลงจะมีการเปล่ียนแปลงสัดส่วนของ NH4

+ ไปเป็นแอมโมเนียอิสระ (NH3) เพิ่มมาก
ข้ึน (Chankaew et al., 2018) โดย pH ท่ี เหมาะสมกับการเ ล้ียงกุ้งทะเลอยู่ ท่ี  8–9 เ น่ืองจาก
แอมโมเนียมไอออน (NH4

+) มากกวา่ แอมโมเนียอิสระ (NH3) ซ่ึงมีความเป็นพิษนอ้ยกวา่  
หลงัจากทดลองใช้กลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ในการปรับปรุงคุณภาพน ้ าทิ้ง

จากการเล้ียงกุง้เป็นเวลา 7 วนั มีค่า pH อยูใ่นช่วง 7–8 ซ่ึงเป็นค่าท่ีอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานน ้ าทิ้งจาก
บ่อเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ังท่ีมีค่า pH อยูใ่นช่วง 6.5–9.0 (กรมควบคุมมลพิษ, 2554) 
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4.7.7 การเปลีย่นแปลงของพารามิเตอร์อ่ืน ๆ ในระหว่างการทดลอง 

ในการทดลองทั้ง 2 ระบบมีค่าออกซิเจนละลายน ้ าเพิ่มข้ึน และลดลงไปในทิศทาง
เดียวกัน โดยมีการลดลงเล็กน้อยในวนัท่ี 7 เฉล่ียจากปริมาณออกซิเจนละลายน ้ า 5.80±0.01–
6.67±0.02 mg/L ลดลงเฉล่ียเหลือ 4.80±0.01–6.17±0.01 mg/L ซ่ึงในทุกชุดการทดลองมีการให้
อากาศดว้ยเคร่ืองป๊ัมลม ท าให้มีออกซิเจนละลายน ้ าเฉล่ียประมาณ 5.5–6.5 mg/L ท่ีมากพอต่อการ
เจริญเติบโตของ Bacillus spp. (Chankaew et al., 2018; Sonune and Garodeb, 2018) ซ่ึงปริมาณ
ออกซิเจนละลายน ้ าท่ีเหมาะสมต่อกระบวนการ Nitrification ท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัสภาพแวดลอ้ม
จริงในการเล้ียงสัตวน์ ้ าตอ้งมากกวา่ 4 mg/L (กษิดิศ, 2551) ท าให้ Bacillus สามารถจบัออกซิเจนได้
ดี และเจริญเติบโตไดเ้ตม็ท่ี โดยออกซิเจนละลายน ้าแปรผนัตรงต่ออตัราการยอ่ยสลายความสามารถ
ในการลดแอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรท (Song et al., 2011; Rout et al., 2017) หลงัจากทดลอง
การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus 1% และ 5% ในการปรับปรุงคุณภาพน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้เป็นเวลา 7 วนั มี
การเปล่ียนแปลงของปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าท่ีอยู่ในช่วงการเล้ียงกุ้งทะเลมีความต้องการ
ออกซิเจนท่ีละลายในน ้าตั้งแต่ 5 mg/L ข้ึนไป (ชลอ, 2555)  

อุณหภูมิในระหวา่งการทดลองของชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือ Bacillus ปริมาณ 1% 
และ 5% ทั้ งในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุ้ง ท่ีผ่านการฆ่าเ ช้ือ และไม่ฆ่าเ ช้ือเฉล่ีย 
28.51±0.86–28.68±0.68°C ซ่ึงส่งผลท าใหแ้อมโมเนียมีการลดลงในวนัท่ี 4 และต่อเน่ืองจนถึงวนัท่ี 
7 ของการทดลอง ซ่ึงมีการเปล่ียนรูปของแอมโมเนีย โดยผ่านกระบวนการ Nitrification ท่ีมี
อุณหภูมิเหมาะสมอยูใ่นช่วง 20–30°C และกระบวนการ Denitrification (อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยู่
ในช่วง 25–35°C) (กษิดิศ, 2551) ซ่ึงช่วงอุณหภูมิท่ี 22–37°C เป็นช่วงท่ีมีการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์
และสารอาหารในน ้ าไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Fontenot et al., 2006) หลงัจากการทดลองผลของ
อุณหภูมิในการทดลองทั้ง 2 ระบบเฉล่ียอยูใ่นช่วง 27–29°C ซ่ึงเป็นอุณหภูมิในสภาพแวดลอ้มของ
การทดลองท่ีท าให ้Bacillus spp. มีประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจน และเป็นช่วง
อุณหภูมิในน ้ าท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของกุง้ทะเลท่ี 28–33°C (พุทธ และคณะ, 2554; ชลอ, 
2555)  

หลงัจากเติมกลา้เช้ือปริมาณ Bacillus 1% และ 5% ในชุดการทดลองน ้ าทิ้งจากการ
เล้ียงกุง้ท่ีผา่น และไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ ค่า Conductivity มีการเปล่ียนแปลงในวนัท่ี 4 และ 7 เกิดจาก
การเปล่ียนแปลงของของแข็งท่ีละลายน ้ าลดลง และปริมาณสารอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีมีการลดลง
ในวนัท่ี 4 และ 7 รวมทั้งอุณหภูมิของน ้ าส่งผลต่อสภาพการน าไฟฟ้าของน ้ าท่ีลดลงในวนัท่ี 4 และ
เพิ่มในวนัท่ี 7 ซ่ึงหากอุณหภูมิสูงค่าการน าไฟฟ้าก็จะมากข้ึนดว้ย (กมลกาญจน์ และคณะ, 2545) 
นอก  
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นอกจากน้ี Conductivity ท่ีเพิ่มข้ึนจะมีความสัมพนัธ์กับกระบวนการย่อยสลายสารอนินทรีย์
ไนโตรเจนของแบคทีเรียท่ีส่งผลใหมี้ปริมาณประจุไอออนมาก (ชลอ, 2555) ท าให้ความเขม้ขน้ของ
สารประกอบอนินทรีย ์เช่น PO4

3–, NO3
– สามารถส่งผลต่อความเปล่ียนแปลงของค่า Conductivity 

ได ้(ธงชยั และวิบูลลกัษณ์, 2540 ) ซ่ึงจากการทดลองค่า Conductivity มีการเปล่ียนแปลงโดยมีการ
เพิ่มข้ึนต่อเน่ืองในวนัท่ี 4 และในวนัท่ี 7 มีผลการเปล่ียนแปลงเช่นเดียวกนักบัค่าความเค็มใน
ระหวา่งการทดลอง  

ค่าความเคม็ท่ีเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 ของการทดลองมีความเค็มเร่ิมตน้ในช่วง
เฉล่ีย 18.47±0.04 ppt เพิ่มข้ึนเป็น 26.13±0.04 ppt โดยความเค็มท่ีเพิ่มข้ึนมีผลส่วนหน่ึงมาจากการ
ระเหยของน ้ าในระหว่างการทดลอง เน่ืองจากการทดลองท าในระบบเปิด และมีการให้อากาศอยู่
ตลอดเวลาน ้าจึงสามารถระเหยได ้ความเคม็ท่ีเพิ่มข้ึนจะมีผลต่อประสิทธิภาพการลดแอมโมเนีย ไน
ไตรท ์และไนเตรทของ Bacillus เน่ืองจากความเคม็เป็นตวัแปรส าคญัท่ีมีผลต่อการเกิดกระบวนการ 
Nitrification (Mevel and Prieur, 2000) นงนุช และ กฤษดา (2553) กล่าววา่ ความเค็มท่ีต ่าจะมีผลท า
ให้แอมโมเนียสามารถเปล่ียนรูปเป็นไนไตรท์ และไนเตรทได้มากข้ึน ทั้งน้ี Bacillus แต่ละชนิด
ชอบ หรือมีความสามารถในการทนเค็มท่ีแตกต่างกัน เม่ือความเค็มเพิ่มข้ึนก็จะส่งผลต่อการ
เจริญเติบโต และส่งผลต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล์ของ Bacillus นอกจากน้ี Huang และคณะ 
(2017) ไดศึ้กษาประสิทธิภาพการลดแอมโมเนียของ Bacillus N31 พบวา่ Bacillus N31 สามารถลด
แอมโมเนียไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัท่ีความเค็มในช่วง 5–30 ppt (ลดแอมโมเนียได ้61.23–80.17%) และ
ประสิทธิภาพลดลงท่ีความเค็มเพิ่มข้ึนในช่วง 40–50 ppt สอดคลอ้งกบัการทดลองคร้ังน้ีท่ีมีความ
เค็มเฉล่ียในช่วง 15–25 ppt ในระหว่างการทดลอง ซ่ึงจะเป็นช่วงท่ีส่งผลให้ Bacillus มี
ประสิทธิภาพในกระบวนการ Denitrification มากข้ึน และผลทดลอง Bacillus spp. ซ่ึงสามารถ
เจริญไดใ้นส่ิงแวดลอ้มท่ีมีเกลือ ซ่ึงศิริลกัษณ์ (2553) กล่าววา่ แบคทีเรียทนเค็ม และแบคทีเรียชอบ
เค็มปานกลางสามารถเปล่ียนสารตกค้างในน ้ าเสียไปเป็นแหล่งพลังงานได้ ซ่ึงเหมาะส าหรับ
น ามาใชส้ าหรับการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นน ้ าเสีย เช่น B. cereus สามารถเจริญไดท่ี้ความเขม้ขน้
ของเกลือ 0–20% (w/v) และเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีความเขม้ขน้ของเกลือ 0–10% (w/v) (Kubo et al., 
2001)  

ในน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ทะเล อาหารกุง้ท่ีเหลืออยูใ่นน ้ าจะมีการยอ่ยสลาย เกิดการ
เปล่ียนแปลง และปล่อยสารอินทรียไ์นโตรเจนในรูปท่ีละลายน ้ าไดอ้อกมา จากนั้นเปล่ียนแปลง
ต่อไปเป็นแอมโมเนียรวม ไนไตรท ์และไนเตรท โดยอตัราเร็วของการเปล่ียนแปลงสารประกอบ  
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ไนโตรเจนข้ึนอยู่กบัสภาพแวดลอ้มในระหว่างเกิดการย่อยสลายของอาหาร (Widanarni et al., 
2010) ซ่ึงจากการทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนของ Bacillus spp. ในน ้ า
เสียสังเคราะห์ และน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ทะเลนั้น ยงัคงมีการท างานของจุลินทรีย ์และแบคทีเรียใน
กลุ่ม Heterotroph โดยเห็นไดจ้ากการเพิ่มข้ึน และลดลงของปริมาณของสารอินทรีย ์และสารอนิน 
ทรียสู์งข้ึนภายในระบบ (Shan and Obbard, 2001) ซ่ึงไม่สามารถควบคุมปริมาณสารอินทรีย ์สาร 
อนินทรียไ์นโตรเจน สารอนินทรียฟ์อสเฟตท่ีละลายน ้ า และปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดได ้แต่
หลงัจากมีการเติมเช้ือ Bacillus spp. ลงในระบบ เช้ือมีการท างานในการยอ่ยสลาย (Decomposition) 
โปรตีน สารอินทรีย ์ส่งผลท าให้ปริมาณสารอนินทรียไ์นโตรเจนเพิ่มข้ึน (Widanarni et al., 2010) 
ในขณะเดียวกนั Bacillus ก็สามารถใชส้ารอนินทรียไ์นโตรเจน และสารอนินทรียฟ์อสเฟตท่ีละลาย
น ้าท่ีไดจ้ากกระบวนการยอ่ยสลายจากจุลินทรียใ์นกลุ่มอ่ืน เพื่อใชใ้นการเจริญเติบโต (Assimilation) 
ท าให้สารอนินทรียไ์นโตรเจน และปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดลดลง (Visvanathan et al., 2008) 
จึงเกิดการหมุนเวยีนของสารอินทรีย ์และสารอนินทรียใ์นระหวา่งท าการทดลอง  

การใช้ Bacillus spp. ทั้ง 7 ไอโซเลท ในการทดสอบการก าจดัสารอนินทรีย์
ไนโตรเจนในน ้ าทิ้งจากการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล มี Bacillus TS23, BR002 และ BR001 ท่ีสามารถ
ก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนไดม้ากท่ีสุด ซ่ึงคุณภาพน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ท่ีน ามาท าการทดลองมี
คุณภาพท่ีต ่า และมีปริมาณสารอินทรีย ์สารอนินทรียค์่อนขา้งสูง โดย Bacillus spp. สามารถลด
แอมโมเนีย ไนไตรท ์และไนเตรทคงเหลือในระบบ 7.0–12.6 mg–N/L, 7.3–8.8 mg–N/L และ 15.0–
30.0 mg–N/L ตามล าดบั รวมถึง Bacillus spp. สามารถย่อยสลายตะกอนอินทรียท่ี์อยูภ่ายในระบบ
ได้ ซ่ึงสอดคล้องกบัการลดลงของปริมาณออร์โธฟอสเฟตคงเหลือเฉล่ีย 1.2–2.4 mg–P/L และ
ปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดไดค้งเหลือเฉล่ีย 6.6–14.4 mg/L  

การเติมเช้ือ Bacillus ในปริมาณเช้ือ 1% ท่ีความเขม้ขน้ 1x108 CFU/mL ส่งผลให้
ปริมาณแอมโมเนีย ไนเตรท และออร์โธฟอสเฟต ลดลงได้ดีกว่าการใช้ Bacillus ปริมาณ 5% 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Zokaeifar และคณะ (2014) และ Luo และคณะ (2016) พบวา่ การใช ้B. 
subtilis L10, G1 และ B. megaterium SP1 ท่ีความเขม้ขน้ 107–108 CFU/mL สามารถลดแอมโมเนีย
ได ้63.61% จากปริมาณแอมโมเนียเร่ิมตน้ 6.34 mg–N/L คงเหลือ 2.34 mg–N/L และในความ
เขม้ขน้แอมโมเนียท่ี 0.044 mg–N/L Bacillus L10, G1 และ SP1 สามารถเปล่ียนเป็นไนไตรท์ และ
ไนเตรทได ้0.53 mg–N/L และ 3.82 mg–N/L ตามล าดบั และยงัส่งผลท าให้สารแขวนลอยทั้งหมด
ลดลงได ้70% ซ่ึงเช้ือในปริมาณ 1% มีประสิทธิภาพสูง เน่ืองมาจากการใชก้ลา้เช้ือในปริมาณท่ีนอ้ย  
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จะส่งผลท าใหแ้บคทีเรียมีการเกิดการแข่งขนัการดูดซบัสารอินทรีย ์และสารอนินทรียใ์นระบบมาก
ข้ึน สามารถใช้แอมโมเนีย ไนเตรท และสารอนินทรียฟ์อสเฟตเพื่อในการเจริญเติบโต และเพิ่ม
จ านวนเซลล์ได้อย่างเต็มท่ี เม่ือสารเหล่าน้ีถูกก าจดัไปในระยะเวลาหน่ึงจะเกิดกระบวนการย่อย
สลาย และปลดปล่อยกลบัสู่ระบบอีกคร้ัง (สุวรรณา, 2549) ซ่ึงมีผลสะสมในระบบปริมาณท่ีนอ้ย 
ยกตวัอยา่งจากการรายงานของ Rajakumar และคณะ (2008) พบวา่ ปริมาณเช้ือ 1% ท่ีความเขม้ขน้ 
1x106 CFU/mL ของ Bacillus YW 4 ส่งผลในการลดไนเตรทให้เหลือ 0.9 mg–N/L ไนเตรทเร่ิมตน้
เฉล่ีย 45 mg–N/L ในเวลา 7 วนั และการใช้ B. cereus B002 ปริมาณ 1% ท่ีความเขม้ขน้ 1x105 
CFU/mL สามารถลดแอมโมเนียได ้77% ในเวลา 7 วนั (Lalloo et al., 2007) ในขณะท่ีความสามารถ
ในการลดไนไตรท์ และปริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดของ Bacillus ปริมาณ 5% ดีกว่าการใช ้
Bacillus ปริมาณ 1% อาจเน่ืองจากในระหวา่งการเกิดกระบวนการ Denitrification ไนไตรทเ์ป็นสาร
ท่ีไม่คงตวั สามารถเปล่ียนรูปได ้การใช้กลา้เช้ือปริมาณในปริมาณมากอาจมีส่วนช่วยในการก าจดั
ไนไตรท์ไดม้ากข้ึน ท าให้การเปล่ียนแปลงของไนไตรท์เป็นไนเตรทน้อยลง ส่งผลให้การสะสมท่ี
เกิดข้ึนภายในระบบลดลงตามไปดว้ย รวมถึงการลดลงของปริมาณ TSS ท่ีสอดคลอ้งกบัการรายงาน
ของ Safitri และคณะ (2015) พบว่า กลุ่มแบคทีเรีย B. pumilus, B. subtilis และ B. coagulans 
สามารถลด TSS ในการบ าบดัทางชีวภาพของน ้ าเสียได ้ 94.85% ในการเติมเช้ือปริมาณ 5% (108 
CFU/mL) ภายใน 240 ชม. (ค่าเร่ิมตน้ของ TSS 60 mg/L)  

นอกจากน้ีการเปล่ียนแปลงของสารอนินทรีย ์และสารอินทรียท่ี์เกิดข้ึนภายใน
ระบบหลงัจากการเติมกลา้เช้ือ Bacillus spp. จะมีการลดลงไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในช่วง 
4 วนัแรกของการทดลอง และประสิทธิภาพลดลงช่วงวนัท่ี 5–7 ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่ปัจจยัอ่ืน ๆ เช่น 
อุณหภูมิ pH ความเค็ม ปริมาณออกซิเจนในน ้ า ปริมาณของสารอินทรียเ์ร่ิมตน้ และความเขม้ขน้
ของสารอนินทรีย์ไนโตรเจน มีส่วนส่งผลต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายสารอินทรีย ์และสาร      
อนินทรีย์ไนโตรเจนของเช้ือได้ (วิชิตพล และคณะ, 2553) ดังนั้ น เพื่อให้เช้ือ Bacillus spp. มี
ประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนไดม้ากข้ึน การเติมเช้ือในทุก ๆ วนัท่ี 7 รวมถึง
การใชเ้ช้ือผสมอาจมีส่วนช่วยเสริมประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนได ้Wu และ
คณะ (2012) กล่าววา่ การใชแ้บคทีเรียผสมกลุ่ม Psedumonas sp. และ Bacillus sp. สามารถช่วยลด
ปริมาณมลพิษในน ้ าเสีย ท าให้ระบบมีความเสถียรไดม้ากข้ึน ซ่ึง Bacillus sp. มีความสามารถก าจดั
โลหะหนกั ไนโตรเจน และฟอสเฟตไดดี้ โดยแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนก็มีส่วนส าคญัท่ีท าให้
เช้ือมีการเจริญเติบโตมากพอ และพร้อมท่ีจะท างาน (Fontenot et al., 2006) ซ่ึงในการทดลองไดจ้าก
สารอินทรีย ์และสารอนินทรียท่ี์มีอยูใ่นน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ทะเล 
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บทที ่5  
 

 สรุปผลการศึกษา และข้อเสนอแนะ  

5.1 สรุปผลการศึกษา 

จากการคดัแยก Bacillus จากตวัอย่างน ้ า และดิน บริเวณแหล่งน ้ าเสียชุมชนหาด
ปากเมง ป่าชายเลนหาดปากเมง บ่อเล้ียงปลากะพงขาว และบ่อเล้ียงกุง้ขาว อ าเภอสิเกา จงัหวดัตรัง 
ไดจ้  านวน 32 ไอโซเลท น ามาทดสอบการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และการยอ่ยไนไตรท ์พบวา่ มี 24 
ไอโซเลทท่ีให้ผลเป็นบวก และทดสอบคุณสมบัติของ  Bacillus ต่อการเป็น Heterotrophic 
nitrifying–denitrifying bacteria ในอาหารเล้ียงเช้ือ HNM NDM และ DM พบว่า Bacillus 7           
ไอโซเลท ได้แก่ TS21, TS23, TW24, BR001, TW31, BR002 และ TW34 มีประสิทธิภาพการ
ออกซิไดซ์แอมโมเนียได้มากกว่า 90% สามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์ และรีดิวซ์ไนเตรทได้ดีอยู่
ในช่วง 25–50% หลงัจากจดัจ าแนกชนิดของ Bacillus ดว้ยเทคนิคทางชีวิวิทยาระดบัโมเลกุล พบวา่ 
TS23 เป็นเช้ือ Bacillus pumilus (97% similarity), TW24 และ TW34 เป็นเช้ือ B. subtilis (99% และ 
96% similarity ตามล าดบั) และ TW31 เป็นเช้ือ B. cereus (96% similarity) ในขณะท่ี BR001 และ 
BR002 เป็นเช้ือ B. tequilensis (99% similarity) ซ่ึงความเค็ม และ pH ท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของ Bacillus spp. ทั้ง 7 ไอโซเลทอยูท่ี่ 0.5–3.0% NaCl และ pH อยูใ่นช่วง 7.0–7.5  

กลา้เช้ือ Bacillus TW24, TW31, TW34, BR001 และ BR002 ปริมาณ 1% มี
ประสิทธิภาพในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจนได้ดีท่ีสุดในการทดสอบในน ้ าเสียสังเคราะห์ 
สามารถลดปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรท์ และไนเตรทเหลือเฉล่ีย 0.23–0.25 mg–N/L, 0.10–0.12 
mg–N/L และ 0.14–0.18 mg–N/L ตามล าดบั และเม่ือศึกษาประสิทธิภาพการก าจดัสารอนินทรีย์
ไนโตรเจนในน ้ าทิ้งจากการเล้ียงกุ้งทะเลท่ีผ่าน และไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ พบว่า การใช้กล้าเช้ือ B. 
pumilus TS23, B. tequilensis BR002 และ B. tequilensis BR001 มีประสิทธิภาพในการก าจดัสาร 
อนินทรียไ์นโตรเจนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ซ่ึงสามารถลดไดต้ั้งแต่วนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 7 ของ
การทดลอง และ Bacillus spp. ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ สามารถท าให้ปริมาณออร์โธฟอสเฟตมีแนวโน้ม
ลดลง รวมถึงท าใหป้ริมาณสารแขวนลอยทั้งหมดลดลงดว้ย นอกจากน้ี การใชก้ลา้เช้ือ Bacillus 1% 
สามารถปรับปรุงคุณภาพน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้ทะเลท่ีมีแอมโมเนียไดดี้  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ควรศึกษายีน hao, napA และ  nirK ของ Bacillus spp. ท่ีคัดแยกได้ เพื่ อยืนย ัน
กระบวนการ Nitrifying–denitrifying ในสภาวะท่ีมีอากาศไดส้มบูรณ์ รวมถึงศึกษายีน ppk ท่ีมีผลท า
ใหอ้อร์โธฟอสเฟตลดลง 

2. ควรท าการทดสอบเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการก าจดัสารอนินทรียไ์นโตรเจน
แบบผสม เพื่อเปรียบเทียบการลดลงของสารอนินทรียใ์นการใชเ้ช้ือเด่ียว และเช้ือผสม 

3. ควรท าการทดสอบการเติมเช้ือทุก ๆ 7 วนั เพื่อศึกษาความถ่ีท่ีเหมาะสมในการเติมเช้ือ 
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