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บทคดัย่อ 
 

การเพาะเล้ียงกุง้สามารถสร้างรายไดสู้งมาก แต่ขณะเดียวกนัก็สามารถก่อให้เกิด
ผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มโดยมีสาเหตุหลกัจากการปล่อยน ้ าท้ิงท่ีไม่ผ่านการบ าบดัลงสู่แหล่งน ้ า
ธรรมชาติ ซ่ึงน ้ าท้ิงอุดมไปดว้ยธาตุอาหารโดยเฉพาะฟอสฟอรัส ซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีท าให้เกิด
ปัญหายูโทรฟิเคชัน่ เพื่อแกปั้ญหาน้ีการบ าบดัทางชีวภาพเป็นวิธีการท่ีดีในการน ามาประยุกต์ใช ้
และการใชแ้บคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร์ (purple non-sulfur bacteria; PNSB) 
เป็นหน่ึงในทางเลือกท่ีน่าสนใจ เน่ืองจากมีประสิทธิภาพสูงในการบ าบัดน ้ าเสีย และความ
หลากหลายของรูปแบบการเจริญ จึงน ามาสู่วตัถุประสงคข์องงานวิจยัน้ีเพื่อทราบคุณภาพน ้ าเล้ียงกุง้ 
การแยกและคดัเลือก PNSB ท่ีมีความสามารถในการลดฟอสฟอรัสในน ้ าเล้ียงกุ้ง และการเพิ่ม
ประสิทธิภาพของเช้ือในการก าจัดฟอสฟอรัสโดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการบ าบัด ผลการ
ตรวจวดัคุณภาพน ้าเล้ียงกุง้ท่ีใชใ้นการทดลอง พบปริมาณฟอสฟอรัสมีค่าสูงไม่เหมาะตามมาตรฐาน
คุณภาพน ้ าเล้ียงเพื่อการผลิตกุ้งทะเล ขณะท่ีพารามิเตอร์อ่ืนๆ อยู่ในระดับท่ีเหมาะสม การแยก 
PNSB จากตวัอยา่งน ้าและตะกอนดินจากบ่อกุง้ในจงัหวดัพงังาและสงขลาสามารถแยกเช้ือไดท้ั้งส้ิน 
83 ไอโซเลท เม่ือท าการคดัเลือกเช้ือขั้นแรกในอาหารเล้ียงเช้ือ Glutamate-acetate ท่ีเติมเกลือแกง 
1.5% (w/v) พบว่า PNSBจ านวน 42 ไอโซเลท (51%) สามารถเจริญไดดี้ (OD660 > 1.0) ภายใต้
สภาวะมีอากาศเลก็นอ้ย-มีแสง และ สภาวะมีอากาศ-ไร้แสง อยา่งไรก็ตามผลการคดัเลือกเช้ือขั้นท่ี
สองซ่ึงทดสอบการเจริญในน ้ าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ พบว่ามีเพียง 2 ไอโซเลท (W12 และ W48) ท่ี
เจริญไดดี้ จึงน ามาทดสอบความสามารถในการลดฟอสฟอรัสในน ้ าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือในการ
คดัเลือกเช้ือขั้นท่ี 3 พบว่าไอโซเลททั้งสองมีประสิทธิภาพในการลดฟอสฟอรัสมากกว่า 50% โดย
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทั้งสองสภาวะการเล้ียงยกเวน้สายพนัธ์ุ W12 ลดฟอสฟอรัสได ้
46% ภายใตส้ภาวะมีอากาศเลก็นอ้ย-มีแสง ดงันั้นทั้งสองสายพนัธ์ุมีความเป็นไปไดท่ี้จะใชเ้ป็นกลา้
เช้ือก าจดัฟอสฟอรัสในน ้ าเล้ียงกุง้และจากผลการเทียบเคียงโดยวิธีทางอณูชีววิทยาใช้ยีน 16 S 
rRNA พบว่าไอโซเลท W12 คือ Afifella marinaและ W48 คือ Rhodovulum sulfidophilum เพื่อเพิ่ม
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ประสิทธิภาพในการก าจดัฟอสฟอรัสในน ้ าเล้ียงกุง้จึงใชเ้ช้ือทั้งสองผสมกนัท่ีอตัราส่วน 1:1 ในน ้ า
เล้ียงปราศจากเช้ือและหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยการออกแบบการทดลองท่ีใช้วิธีการพื้นผิว
ตอบสนอง (Response Surface Methodology) ซ่ึงก าหนดชุดทดลองแบบส่วนประสมกลาง (Central 
Composite Design) พบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมในการลดฟอสฟอรัสในน ้ าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ คือ 
การใชก้ลา้เช้ือ 5% ปรับสภาวะน ้ าเล้ียงใหมี้ pH เร่ิมตน้ 7.5 ความเคม็ 2.5% โดยบ าบดัภายใตส้ภาวะ
มีอากาศ-ไร้แสงเป็นเวลา 96 ชม. และยืนยนัผลการทดลองในน ้ าเล้ียงกุง้ดิบ (ไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ) 
ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีเวลา 72 ชม. พบว่า กลา้เช้ือผสมลดฟอสฟอรัสและไนเตรทได ้28.33% 
และ 49.27% ตามล าดบั ขณะท่ีชุดควบคุมไม่เติมกลา้เช้ือ (native control) ลดฟอสฟอรัสได ้22.77% 
ส่วนไนเตรทลดได ้48.19% โดยการลดค่า sCOD (soluble Chemical Oxygen Demand) ของทั้งสอง
ชุดไม่ต่างกนัท่ี 24 ชม. ซ่ึงลดไดป้ระมาณ 90% (sCOD < 10 มก./ล.) แต่ไนไตรทข์องชุดควบคุมมีค่า
มากกว่า 1 มก./ล. รวมทั้งค่า pH ท่ีสูงข้ึนซ่ึงไม่เหมาะสมต่อการเล้ียงกุง้ ขณะท่ีชุดท่ีใชก้ลา้เช้ือผสม
สามารถควบคุม pH และไนไตรทใ์หอ้ยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมตลอดการทดลอง ซ่ึงมีค่า pH ระหว่าง 
7.5 - 8.2 และไนไตรทต์ ่ากว่า 1 มก./ล. ทั้งน้ีกิจกรรมของเช้ือผสมในการก าจดัฟอสฟอรัสเกิดข้ึนได้
ดีภายใน 24 ชม.แรก จากการยอ้มสีเซลลด์ว้ย Methylene blue และ DAPI (4’6-diaminido-2-
phenylindole) พบว่า เช้ือผสมสามารถลดฟอสฟอรัสในน ้ าเล้ียงกุ้งแล้วน ามาสะสมในรูปแบบ 
polyphosphate แกรนูล ซ่ึงเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการบ าบดั 
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ABSTRACT 
 

Shrimp cultivation not only produces high income but also causes environmental 
impacts. One of the key environmental concerns for shrimp cultivation is the discharge of rearing 
water with high levels of nutrients, especially phosphorus into waterways, resulting in 
eutrophication. To solve this problem, biological treatment is well recognized for applying; and 
the use of purple non-sulfur bacteria (PNSB) is one of alternative attractive choices because of 
their high removal efficiency in wastewater treatment with various metabolic growth conditions. 
Therefore, this study aimed to investigate water quality of rearing water from shrimp cultivation, 
to isolate and screen PNSB from shrimp ponds with their ability for reducing phosphorus in water 
from shrimp cultivation, and to optimize conditions for phosphorus removal. It was found that 
water quality of rearing water had phosphorus level that was dramatically higher than the standard 
level for discharge whist other parameters were in the optimal range. A total of 83 PNSB strains 
were isolated from water and sediment samples collected from various shrimp ponds located on 
Phang-nga and Songkhla provinces. For primary screening, there were 42 strains (51%) grew well 
(OD660 > 1.0) in glutamate-acetate broth supplemented with 1.5% (w/v) NaCl, under conditions of 
microaerobic-light and aerobic-dark. However, in secondary screening only two strains (W12 and 
W48) could grow well in sterile rearing water collected from shrimp ponds. Both strains were 
selected for tertiary screening to investigate their ability to remove phosphorus in sterile rearing 
water under both incubating conditions. They produced no significant differences for phosphorus 
removal efficiency (> 50%) with exception under microaerobic-light conditions as strain W12 
roughly reduced 46% phosphorus. These 2 strains had the possibility to be used as inoculants for 
removal of phosphorus from rearing water in shrimp ponds. The molecular identification using 
16s rRNA gene found that both selected isolates were Afifella marina W12 and Rhodovulum 
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sulfidophilum W48. The optimization for phosphorus removal using Response Surface 
Methodology with Central Composite Design by a mixed culture of both selected strains (ratio 
1:1) in sterile rearing shrimp water under aerobic-dark conditions for 96 h found that the optimal 
conditions were 5% inoculum, initial pH 7.5 and 2.5% salinity. Confirmation of the results, non-
sterile rearing shrimp water was used under the the optimized conditions at 72 h removals of 
phosphorus and nitrate by a mixed culture were 28.33 and 49.27%, respectively. On the other 
hand, native control as no inoculation reduced 22.77% for phosphorus and 48.19% for nitrate. 
However, no significant difference was found for removal of sCOD (soluble Chemical Oxygen 
Demand) at 24 h by inoculated PNSB and control sets as roughly 90% reduction (< 10 mg/L 
sCOD). In contrast, unsuitable conditions for shrimp growth were observed in the native control 
as higher levels of nitrite (> 1 mg/L) and pH. The mixed culture, throughout the experiment, 
could control pH and nitrite in ranges of standard water quality that suitable for shrimp 
cultivation, which requires pH value in a range of 7.5 – 8.2 and nitrite level less than 1 mg/L. The 
removal efficiency of the mixed cultive was high at the 24 h of treatment. Methylene blue and 
DAPI (4’6-diaminido-2-phenylindole) stains confirmed that the mixed culture removed 
phosphorus from rearing water and then accumulated in the form of polyphosphate granules as 
their increasing with longer treating times. 
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3. ผลการทดลอง และวจิารณ์ผลการทดลอง 25 
4. สรุปผลการทดลอง 63 
ขอ้เสนอแนะ 65 
เอกสารอา้งอิง 66 
ภาคผนวก 72 

ก อาหารเล้ียงเช้ือส าหรับแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 72 
ข การยอ้มสี และสารเคมี 73 
ค การเทียบเคียงเช้ือโดยวธีิการทางอณูชีววทิยา 75 

ประวติัผูเ้ขียน 80 
  



 
 

(11) 

รายการตาราง 

ตารางที่  หน้า 

1 ปริมาณออกซิเจนท่ีส่งผลต่อกุง้และส่ิงแวดลอ้มในบ่อเล้ียง 5 
2 ขอ้มูลการเพาะเล้ียงกุง้ทะเลและสัตวน์ ้าชายฝ่ัง ณ วนัท่ี 1 พฤษภาคม 2558  8 

3 มาตรฐานน ้าทิ้งจากบ่อเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง  9 

4 วธีิการวเิคราะห์พารามิเตอร์ในการติดตามคุณภาพน ้าเล้ียง 16 
5 ปัจจยัและระดบัของแต่ละปัจจยัส าหรับออกแบบการทดลองดว้ยวธีิ RSM 

โดยใช ้CCD 
21 

6 จ านวนการทดลองทั้งหมดท่ีไดจ้ากการออกแบบดว้ย CCD 21 
7 คุณลกัษณะของน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้ท่ีใชแ้ยกเช้ือ PNSB จาก

จงัหวดัพงังาและสงขลา 
25 

8 แบคทีเรีย PNSB ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้
จงัหวดัพงังาและสงขลา 

26 

9 คุณภาพน ้าเล้ียงกุง้จากบ่อเล้ียงจ านวน 12 บ่อในจงัหวดัพงังาและสงขลา
เปรียบเทียบกบัมาตรฐานคุณภาพน ้าเล้ียงท่ีเหมาะสมเพื่อการผลิตกุง้ทะเล 

28 

10 ผลการออกแบบการทดลองโดยใช ้ CCD ในการลดฟอสฟอรัส หลงัการ
บ าบดัน ้าเล้ียงกุง้โดยใชเ้ช้ือผสม A. marina W12 และ R. sulfidophilum 
W48 ท่ีอตัราส่วน 1: 1 ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ และสภาวะมีแสง-มี
อากาศเล็กนอ้ย เป็นเวลา 48 ชม.  

37 

11 การวเิคราะห์ความแปรปรวน ( ANOVA) ของโมเดล ส าหรับค่าการลด
ฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้จากการใชเ้ช้ือผสม ( A. marina W12 และ R. 
sulfidophilum W48) อตัราส่วน 1:1 ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ และ
สภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย เป็นเวลา 48 ชม. 

38 

12 การใช ้CCD ดว้ย cubic model แสดงค่าจริงและค่าท านายของการลด    
ไนเตรท หลงัการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้โดยใชเ้ช้ือ A. marina W12 และ R. 
sulfidophilum W48 (อตัราส่วน 1:1) ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศและ
สภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ยเป็นเวลา 48 ชม. 

40 

 



 
 

(12) 

รายการตาราง (ต่อ) 

ตารางที่  หน้า 
13 การวเิคราะห์ความแปรปรวน ( ANOVA) ของ cubic models ส าหรับค่า

การลดไนเตรทจากการใชเ้ช้ือผสม ( A. marina W12 และ R. 
sulfidophilum W48 อตัราส่วน 1:1) ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ และ
สภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย เป็นเวลา 48 ชม. 

41 

14 ค่าสัมประสิทธ์ิของการแปรปรวนและ P-values ท่ีสอดคลอ้งกนัของการ
ลดฟอสฟอรัสภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสงเป็นเวลา 48 ชม. หลงัการเติม
กลา้เช้ือผสม 

42 

15 การก าหนดปัจจยัและสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการลดฟอสฟอรัสภายใต้
สภาวะมีอากาศ-ไร้แสง 

45 

16 การก าหนดปัจจยัและสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการลดไนเตรทภายใต้
สภาวะมีอากาศ-ไร้แสง 

46 

17 ค่าการวเิคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ ของน ้าเล้ียงกุง้ดิบ ระหวา่งการทดสอบ
การยนืยนัผลท่ีเวลา 0 และ 96 ชม. 

52 

 

  



 
 

(13) 

รายการรูป 

รูปที่  หน้า 

1 จ านวน PNSB ท่ีเจริญในอาหาร GA ท่ีเติม 1.5% NaCl ภายใตส้ภาวะมี
อากาศ-ไร้แสงและสภาวะมีอากาศเล็กนอ้ย-มีแสง เป็นเวลา 48 ชม. 

29 

2 จ านวนแบคทีเรีย PNSB ท่ีเจริญในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ ภายใตส้ภาวะ
มีอากาศไร้แสง และ สภาวะมีอากาศเล็กนอ้ยมีแสง เป็นเวลา 7 วนั 

30 

3 ประสิทธิภาพการลดฟอสเฟตในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือภายใตส้ภาวะมี
อากาศไร้แสง  และสภาวะมีอากาศเล็กนอ้ยมีแสงเป็นเวลา 7 วนั โดย 
PNSB ท่ีคดัเลือกได ้

31 

4 การยอ้ม polyphosphate ดว้ยสี methylene blue ของ PNSB 2 ไอโซเลท 
(A) W12 และ (B) W48 ท่ีบ่มในสภาวะมีอากาศไร้แสง โดย หวัลูกศร
แสดง poly-p ภายในเซลล ์

32 

5 แผนภูมิตน้ไมไ้ฟโลเจเนติกของไอโซเลท W12 and W48 โดยใชว้ธีิหา
ระยะห่างแบบ Neighbour-joining (NJ) ดว้ย MEGA software package 
6.0 เทียบกบัไอโซเลทอา้งอิงโดยใชล้ าดบัเบส 16S rDNA และประเมิน
ความน่าเช่ือถือของก่ิงดว้ยวธีิ bootstrap analysis 

34 
 

6 3D Response Surface แสดงผลของ 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ เปอร์เซ็นตก์ลา้เช้ือ pH
เร่ิมตน้และความเคม็ ต่อเปอร์เซ็นตก์ารลดฟอสฟอรัส ภายใตส้ภาวะไร้
แสง-มีอากาศ โดยแต่ละกราฟแสดงผลความสัมพนัธ์ระหวา่ง 2 ปัจจยั 
โดยปัจจยัท่ี 3 ก าหนดเป็นค่ากลางนั้นๆ ตามตารางท่ี 5 

43 

7 ประสิทธิภาพการลด  (A) ฟอสฟอรัส และ  (B) ไนเตรท  ในน ้าเล้ียงกุง้
ปราศจากเช้ือท่ีไม่ไดป้รับสารอาหาร โดยใช้ เช้ือผสม  (A. marina W12 
และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน 1:1) ใน 3 ชุดการทดลองท่ีแตกต่าง
กนั ภายใตส้ภาวะ มีอากาศ-ไร้แสง โดย ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนับนกราฟ
แท่งแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 

48 

 



 
 

(14) 

รายการรูป (ต่อ) 

รูปที่  หน้า 
8 ประสิทธิภาพของการลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือปรับสภาพ 

(sCOD ประมาณ 100 มก./ล. และฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.) โดยเช้ือ
ผสม PNSB (A. marina W12 และR. sulfidophilum W48 อตัราส่วน 1:1) 
ท่ี pH 3 ระดบั ไดแ้ก่ pH 7.0 7.3 และ 7.5 โดยใชก้ลา้เช้ือ 5% และความ
เคม็ 2.50% ภายใตส้ภาวะมีอากาศ ไร้แสง เป็นเวลา 96 ชม. 

50 

9 ประสิทธิภาพการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ 
(sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.) โดย          
A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 และเช้ือผสม (อตัรา 1 : 1) ท่ี
ปริมาณกลา้เช้ือ 5% pH 7.5 และความเคม็ 2.50% ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-
ไร้แสง เป็นเวลา 96 ชม. 

52 

10 ศกัยภาพการลด (A) ฟอสฟอรัส (B) ไนเตรท และ (C) sCOD ในน ้าเล้ียง
กุง้ดิบปรับสภาพ  (sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 
มก./ล. ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) โดยใชเ้ช้ือผสม  PNSB (A. marina 
W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน =1:1) และบ่มภายใตส้ภาวะมี
อากาศ-ไร้แสงเป็นเวลา 96 ชม. 

54 

11 การเปล่ียนแปลงของพารามิเตอร์ท่ีวดัระหวา่งการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้ดิบโดย
เช้ือผสม PNSB (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน 
=1:1) ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสง 

56 

12 เปอร์เซ็นตก์ารลด (A) ฟอสฟอรัส  (B) ไนเตรท  (C) sCOD และ (E) 
แอมโมเนียม  โดยเช้ือผสม  PNSB (A. marina W12 และ R. sulfidophilum 
W48 อตัราส่วน  = 1 : 1) ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ  (sCOD ประมาณ 
100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) 
ซ่ึงบ่มภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสง เป็นเวลา 24 ชม. 

58 



 
 

(15) 

รายการรูป (ต่อ) 

รูปที่  หน้า 
13 การเปล่ียนแปลงของพารามิเตอร์ท่ีวดัระหวา่งการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้ดิบ

ปรับสภาพ  (sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. 
ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) โดยเช้ือผสม PNSB (A. marina W12 และ 
R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน =1:1) ซ่ึงบ่มภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้
แสง เป็นเวลา 24 ชม. 

60 

14 จ านวนประชากร PNSB ไอโซเลท A. marina W12 และ R. sulfidophilum 
W48 ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพระหวา่งการบ าบดั โดยใชว้ธีิ นบัแบบ 
Spread plate ภายใตส้ภาวะอากาศเล็กนอ้ย-มีแสง 

61 

15 การยอ้มสี poly-p ของเช้ือผสม ดว้ยวธีิ DAPI staining ท่ีเวลา (A) 0 ชม. 
(B) 6 ชม. (C) 12 ชม. (D) 18 ชม. และ  (E) 24 ชม. โดย  poly-P เรืองแสง           
สีเขียว และตวัเซลลเ์รืองแสงสีน ้าเงิน 

62 

 

 

  



 
 

(16) 

สัญลกัษณ์ค ำย่อและตัวย่อ 
 

ก.  กรัม 
ชม.  ชัว่โมง 
ซม.  เซนติเมตร 
มก.  มิลลิกรัม 
มคก  ไมโครกรัม 
มม.  มิลลิเมตร 
มล.  มิลลิลิตร 
ล.  ลิตร 
COD  Chemical Oxygen Demand 
mM  Millimolar 
OD  Optical Density 
ORP  Oxidation Reduction Potential 
PNSB  Purple Non-sulfur Bacteria 
rpm  Revolution Per Minute 
v/v  Volume Per Volume 
w/v  Weight Per Volume 
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บทที ่1 

บทน า 

1. บทน าต้นเร่ือง 

ประเทศไทยเป็นผูน้ าในการส่งออกกุง้ยาวนานกวา่ 30 ปี ทั้งในรูปแบบของกุง้สด 
กุง้แช่เยน็ กุง้แช่แขง็ และกุง้แปรรูป ซ่ึง สร้างรายไดเ้ขา้สู่ประเทศปีละหลายหม่ืนลา้นบาท โดยในปี 
2557 มีการส่งออกกุง้ช่วงสิบเดือนแรกปริมาณ  127,446.95 ตนั คิดเป็นมูลค่า 50,405.26 ลา้นบาท 
แต่เม่ือเทียบกบัปีท่ีผา่นมาพบวา่การส่งออกมีปริมาณลดลงถึง 24.39 % เน่ืองมาจากการแพร่ระบาด
ของโรค EMS (Early Mortality Syndrome) หรือโรคตายด่วน  ดงันั้นแนวทางป้องกนัท่ีดี คือ การใช้
ลูกกุง้คุณภาพ และมีการบ าบดัสภาพบ่อใหเ้หมาะสมแก่การเพาะเล้ียงทั้งดินเลนกน้บ่อและน ้าท่ีใช้
เล้ียง (สมาคมอาหารแช่แขง็ไทย, 2557) 

การควบคุมคุณภาพน ้าเล้ียงใหไ้ดม้าตรฐานและเหมาะสมต่อสัตวน์ ้าเป็นส่ิงส าคญั
ต่อผลผลิตท่ีไดเ้ป็นอยา่งมากโดยเฉพาะการเล้ียงกุง้ สืบเน่ืองจากรูปแบบการเล้ียงกุง้แบบพฒันา 
(Intensive shrimp culture) เป็นวธีิการเล้ียงกุง้ ท่ีมีปริมาณความหนาแน่นสูงพร้อมใหอ้าหารท่ีมี
คุณค่าทางโภชนาการสูง โดยตอ้งมีการใหใ้นปริมาณท่ีเหมาะสม (Funge-Smith & Briggs, 1998)  
แต่ส่วนใหญ่มีการใหอ้าหารในปริมาณมากเกินความตอ้งการ ท าใหมี้ สาร อาหารโดยเฉพาะ
ฟอสฟอรัสและไนเตรทตกคา้งในบ่อปริมาณมาก ประกอบกบัของเสียจากการขบัถ่ายของกุง้ ท าให้
เกิดตะกอนแขวนลอย และบางส่วนตกคา้งบริเวณกน้บ่อซ่ึงท าใหเ้กิดกล่ินเหมน็  น ้าและดินมีความ
เคม็สูง ซ่ึงส่งผล เสียต่อกุง้โดยท าใหกุ้ง้เจริญเติบโตชา้ น ้าหนกัลดลง อ่อนแอ เส่ียงต่อการติดโรค 
และตายในท่ีสุด เกษตรกรจึงตอ้งท าการถ่ายน ้าทิ้งออกจากบ่อโดยปล่อยสู่แหล่งน ้าธรรมชาติใน
พื้นท่ีใกลเ้คียง ทั้งน้ีหากไม่ผา่นการบ าบดัใหอ้ยูใ่นระดบัมาตรฐานน ้าทิ้งท่ีเหมาะสม น ้าทิ้งจากบ่อกุง้
ท่ีปล่อยออกไปจะท าให้ เกิดปัญหาแหล่งน ้าตามมา เช่น น ้ามีความเคม็สูงข้ึน มีธาตุอาหารสูง
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ฟอสฟอรัสและไนโตรเจน (Burford et al., 2003; Costanzo, O’Donohue, & 
Dennison, 2004; Herbeck, Unger, Wu, & Jennerjahn, 2013) โดย Burford และคณะ  (2003) พบวา่ 
ในสภาพน ้าทะเลหรือน ้าเคม็ ฟอสฟอรัสเป็นสารอาหารท่ีจ ากดัการเจริญ ( limiting nutrient) ต่อการ
เจริญของแพลงกต์อนพืชมากกวา่ไนโตรเจน และเป็นสาเหตุหลกัท่ีท าใหเ้กิดปัญหา Eutrophication 
จากการท่ีแพลงกต์อนพืชหรือพืชน ้าสามารถใชธ้าตุอาหารนั้นและเพิ่มจ านวนอยา่งรวดเร็ว ท าให้
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ออกซิเจนในน ้าช่วงเวลากลางคืนลดต ่าลง มากจนท าใหส้ัตวน์ ้าตาย และระบบนิเวศเสียสมดุลใน
ท่ีสุด 

ปัจจุบนัมีการศึกษาวธีิการบ าบดัน ้าทิ้งทางชีวภาพใหไ้ดม้าตรฐานทั้งการพฒันา
ระบบการบ าบดัน ้าทิ้งโดยควบคุมปัจจยัทั้งทางกายภาพและปัจจยัทางชีวภาพภายในระบบ ทั้งน้ี
เพื่อใหจุ้ลินทรีย ์สาหร่ายสีเขียว และโดยเฉพาะแบคทีเรีย สามารถเจริญเติบโตและลดฟอสฟอรัส 
ไนเตรทและ Biochemical Oxygen Demand (BOD)ใหไ้ดต้ามมาตรฐานน ้าทิ้ง ของการเพาะเล้ียง
สัตวน์ ้า โดยงานวจิยัท่ีผา่นมาพบวา่ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่สะสมซลัเฟอร์ ( purple non-
sulfur bacteria; PNSB) บางชนิด เช่น Rhodopseudomonas palustris และ Rhodobacter sphaeroides 
เป็นตน้ มีศกัยภาพในการลดฟอสฟอรัสโดยน าไปสะสมภายในเซลลใ์นรูปโพลีฟอสเฟตแกรนูลเพื่อ
ใชเ้ป็นแหล่งพลงังาน (Liang, Hung, Hsu, & Yeh, 2010) รวมทั้งสามารถลดแอมโมเนีย  ลดไนเตรท
(Kim, Lee, Kim, & Moon, 1999) และสามารถลด BOD ไดเ้ป็นอยา่งดี  (Hülsen, Batstone, & Keller, 
2014; Idi, Nor, Wahab, & Ibrahim, 2015; Kantachote, Torpee, & Umsakul, 2005; Kornochalert, 
Kantachote, Chaiprapat, & Techkarnjanaruk, 2014a, 2014b) ดงันั้น ดว้ยคุณสมบติัดงักล่าวท าให้
การบ าบดัน ้าทิ้งจากบ่อกุง้ดว้ย PNSB อาจเป็นวธีิทางเลือกท่ีดีส าหรับเกษตรกร เน่ืองจากสามารถ
ก าจดัทั้งสารอินทรีย ์และไนเตรท ฟอสฟอรัส แอมโมเนียไดสู้ง โดยใชต้น้ทุนต ่า สามารถบ าบดัใน
บ่อท่ีมีอยูเ่ดิม อีกทั้ง PNSB มีความหลากหลายทางสรีรวทิยา เจริญไดดี้ทั้งในสภาพมีแสงไร้อากาศ 
และภายใตส้ภาพมีอากาศไร้แสง  (Fuhs & Chen, 1975; Liang et al., 2010)  แต่อยา่งไรก็ตาม
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือกลุ่มน้ีเป็นส่ิงจ าเป็นท่ีตอ้งท าในระดบั
หอ้งปฏิบติัการก่อนการขยายระดบัสู่ภาคสนาม จึงน ามาสู่วตัถุประสงคข์องงานวจิยัน้ี คือ การแยก 
PNSB ในน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้ เพื่อหาไอโซเลทท่ีมีศกัยภาพในการลดฟอสฟอรัสในน ้า
ทิ้งจากบ่อเล้ียงกุง้ โดยการตรวจวดัฟอสฟอรัสละลายน ้า (ออร์โธฟอสเฟต ; PO4-P) ซ่ึงไอโซเลทท่ี
ผา่นการคดัเลือกสามารถน าไปใชไ้ด ้เพื่อการเพิ่มศกัยภาพการบ าบดัโดยการหาสภาวะของการเล้ียง 
เช่น pH และความเคม็ ท่ีเหมาะสมเพื่อการลดฟอสฟอรัส โดยเช้ือท่ีคดัเลือกไดใ้นน ้าทิ้งจากบ่อเล้ียง
กุง้ใหไ้ดม้ากท่ีสุด 
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2. การตรวจเอกสาร 

2.1 ข้อมูลทัว่ไปเกีย่วกบัการเลีย้งกุ้ง 

การเล้ียงกุง้ใหไ้ดผ้ลผลิตท่ีดีนั้นตอ้งอาศยั ทั้งความรู้ ความใส่ใจ และการบริหาร
จดัการท่ีดี เร่ิมตั้งแต่เกษตรกรผูเ้ล้ียงกุง้ตอ้งมีความรู้และประสบการณ์ในการเล้ียงมาก่อน การเลือก
สถานท่ี การบริหารจดัการ เช่น รูปแบบฟาร์ม การแบ่งพื้นท่ีใชส้อยภายในฟาร์ม ประเภทของบ่อ
เล้ียง การเตรียมพื้นบ่อใหมี้ออกซิเจนเพียงพอและมีการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์การเตรียมน ้า การ
เลือกลูกกุง้คุณภาพท่ีปลอดเช้ือ (specific pathogen free) มีความตา้นทานเช้ือ ( specific pathogen 
resistant) มีความแขง็แรงเจริญเติบโตดีและไม่ใชย้าปฏิชีวนะ โดยก าหนดความหนาแน่นของลูกกุง้
ท่ีเหมาะสม คือ 100,000 ตวั/ไร่ ( intensive shrimp farm) นอกจากน้ีตอ้งควบคุมการใหอ้าหารและ
การจดัการสภาวะแวดลอ้มในระหวา่งการเล้ียงท่ีเหมาะสม เพราะนอกจากอาหารจะเป็นตน้ทุนส่วน
ใหญ่ในการเล้ียงประมาณ 60-70% แลว้ ยงัเป็นปัจจยัส าคญัในการเล้ียงกุง้ใหป้ระสบผลส าเร็จโดย
ส่งผลต่อคุณภาพน ้าเล้ียงและสุขภาพของกุง้ ดงันั้นจึงควรควบคุมสภาวะแวดลอ้มในระหวา่งการ
เล้ียงใหเ้หมาะสม ดงั จะกล่าวต่อไป (พุทธ, 2549; สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล , 
2556) 

2.1.1 การให้อาหารกุ้ง 

หลกัในการใหอ้าหารกุง้ คือ ตอ้งใหใ้นปริมาณท่ีพอดีและในเวลาท่ีเหมาะสมตลอด
ทุกม้ือระหวา่งการเล้ียง โดยอตัราการใหอ้าหารข้ึนอยูก่บัขนาดกุง้ อุณหภูมิ ความหนาแน่น คุณภาพ
น ้า และสุขภาพของกุง้ ทั้งน้ีกุง้สามารถกินอาหารในเวลากลางวนัไดดี้กวา่เวลากลางคืน ปกติจะให้
อาหารในอตัรา 1-2 กก./กุง้ 1 แสนตวั/วนั และปรับปริมาณ  0.5-1 กก./กุง้ 1 แสนตวั/วนั หากให้
อาหารนอ้ยเกินไปจะท าใหกุ้ง้โตชา้และท าใหกิ้นกนัเอง แต่หากใหอ้าหารมากเกินไปจะท าให้
คุณภาพน ้าและดินเส่ือมโทรมลง โดยจุลินทรียจ์ะยอ่ยสารอินทรียจ์ากอาหารและปล่อยแอมโมเนีย
ออกมา ท าใหกุ้ง้เครียด โตชา้ อ่อนแอ และมีโอกาสติดเช้ือสูงข้ึน อาหารท่ีจ าเป็นต่อการ เจริญเติบโต
ของกุง้ ไดแ้ก่ 
  - โปรตีน เน่ืองจากกุง้เป็น สัตวน์ ้ากลุ่มท่ีกินเน้ือ ( carnivorous) จึงตอ้งการอาหารท่ี
มีโปรตีนสูงในการสร้างกลา้มเน้ือ เอนไซม ์ฮอร์โมน ภูมิคุม้กนั และสารพนัธุกรรม อาหารกุง้ท่ีใช้
ในการเล้ียงกุง้มีโปรตีนสูงประมาณ 35-50% หากอาหารมีโปรตีนนอ้ยไปจะท าใหก้ารเจริญเติบโต
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ชา้ และกุง้จะผอมเน่ืองจากน าโปรตีนในกลา้มเน้ือมาใชท้ดแทน ในช่วงสุดทา้ยก่อนจบัมีการให้
โปรตีนปริมาณมากเพื่อเร่งอตัราการเจริญเติบโต 
  -  ไขมนั เป็นแหล่งพลงังานท่ีส าคญัของกุง้ โดยใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการลอกคราบ
และการสืบพนัธ์ุ อีกทั้งเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลล ์กุง้ตอ้งการไขมนัประมาณ 6.5-15%  ของ
อาหาร 
  - คาร์โบไฮเดรต เป็นแหล่งพลงังานท่ีมีราคาถูกในอาหารกุง้ หากปรับระดบั
คาร์โบไฮเดรตท่ีเหมาะสมจะสามารถช่วยลดระดบัความตอ้งการโปรตีนของกุง้ได ้
  - ไวตามิน เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์มีความจ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตท่ีดี แต่
ตอ้งการในปริมาณนอ้ย โดยเป็นสารช่วยในกระบวนการเผาผลาญอาหารหลายชนิด เช่น วติามินซี 
  - เกลือแร่ เป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการสร้างเปลือก การเล้ียงกุง้ความหนาแน่นสูงใน
น ้าท่ีมีความเคม็ต ่าหรือน ้าท่ีมีเกลือแร่ละลายอยูน่อ้ยจะท าใหกุ้ง้มีเปลือกบางและอาจมีการเกร็งของ
กลา้มเน้ือ และอุณหภูมิเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็ว เช่น ในช่วงเวลาสุ่มกุง้อาจท าใหกุ้ง้ตายไดท้ั้งน้ี
เกลือแร่ท่ีจ  าเป็นส าหรับการเล้ียงกุง้ท่ีความเคม็ต ่า คือ เกลือแร่หลกัท่ีมีอยูใ่นน ้าทะเล เช่น โซเดียม 
(Na+) โปแตสเซียม (K+) แคลเซียม (Ca2+) และแมกนีเซียม ( Mg2+) โดยเกษตรกรควรเตรียมน ้าใหมี้
เกลือแร่ใกลเ้คียงกบัน ้าทะเลธรรมชาติ ท่ีสัดส่วนแคลเซียมต่อแมกนีเซียมต่อโปแตสเซียม 1:3:1 โดย
ตอ้งรักษาใหใ้นน ้าเล้ียงกุง้มีเกลือแร่หลกัทั้ง 3 ชนิด ไม่นอ้ยกวา่ 100 300 และ 100 มก./ล. ตามล าดบั 

2.1.2 คุณภาพน า้ในบ่อเลีย้งกุ้ง 

การเล้ียงกุง้จ  าเป็นตอ้งใชเ้ทคโนโลยแีละการจดัการท่ีดี โดยการดูแลคุณภาพน ้าท่ี
เหมาะสมต่อการเล้ียงเป็นปัจจยัส าคญัมาก เน่ืองจากส่งผลกระทบต่ออตัราการรอด การเจริญเติบโต 
ความตา้นทานโรค กรณีท่ีน ้าคุณภาพไม่ดี ท าใหกุ้ง้เครียด โตชา้ กุง้อ่อนแอ และติดโรคต่างๆไดง่้าย 
ท าใหค้่าใชจ่้ายในการเล้ียงสูงข้ึน และอาจตอ้งจบักุง้ก่อน เวลาท่ีควร ส าหรับการ ก าหนดค่าดชันีท่ี
ส าคญัต่อคุณภาพน ้าในบ่อเล้ียง มีดงัน้ี  (พุทธ, 2549; สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล , 
2556) 

- ความเคม็ (Salinity) เป็นดชันีวดัปริมาณความเขม้ขน้ของอิออน ( ion) ท่ีละลายใน
น ้า ค่าความเคม็ของน ้าทะเลข้ึนอยูก่บัปริมาณอิออนท่ีส าคญั 7 ชนิด ไดแ้ก่ โซเดียม โปแตสเซียม  
แคลเซียม แมกนีเซียม คลอไรด ์ซลัเฟต และไบคาร์บอเนต ในการเล้ียงกุง้ทะเลควรมีความเคม็อยู่
ระหวา่ง 2.5-3.5% ส าหรับกุง้กุลาด าความเคม็ท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วงระหวา่ง 1.5-3.0% ส่วนกุง้ขาว
สามารถท าการเล้ียงในช่วงความเคม็ 0.2-3.5% แต่ระดบัท่ีเหมาะสมคือ 2.0-2.5% ในปัจจุบนัพบวา่
การเล้ียงกุง้ท่ีความเคม็ 0.3-1.0% สามารถเล้ียงกุง้ไดง่้ายเน่ืองจากมีปัญหาเร่ืองความเสียหายจากโรค
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กุง้นอ้ยมากโดยเฉพาะปัญหาจากโรคแบคทีเรียเรืองแสงในบ่อกุง้เป็นตน้ เกษตรกรหลายรายจึงได้
หนัมาเล้ียงกุง้ทะเลในระบบความเคม็ต ่ามากข้ึน ทั้งน้ีหากน ้าเล้ียงกุง้มีความเคม็สูงกวา่เลือดในตวักุง้
จะท าใหกุ้ง้สูญเสียน ้าจนตาย ส่วนในกรณีท่ีน ้าเล้ียงกุง้มีความเคม็ต ่ากวา่ในเลือดกุง้ จะท าใหร้ะดบั
ความเขม้ขน้ของเลือดในตวักุง้จางลงและตายในท่ีสุด ดงันั้นจึงตอ้งมีความเคม็ในระดบัท่ีเหมาะสม 
  - ความเป็นกรดด่าง ( pH) จะมีการเปล่ียนแปลงมากในช่วงวนัโดยมีผลต่อการ
เจริญเติบโตและการลอกคราบของกุง้ รวมทั้งส่งผลต่อการละลายของแร่ธาตุและสารท่ีละลายในน ้า 
ในรอบวนัควรอยูร่ะหวา่ง 7.5-8.2 เพื่อลดภาวะพิษจากก๊าซไข่เน่า ( H2S) และแอมโมเนีย ( NH3) โดย 
pH ต  ่ากวา่ 7.5 ก๊าซไข่เน่าจะยิง่เป็นพิษมากแต่ถา้ pH สูงกวา่ 8.5 จะเกิด NH3 เป็นส่วนใหญ่และเป็น
พิษสูงต่อกุง้หาก pH ต ่าลงมา NH3 จะเปล่ียนอยูใ่นรูป NH4

+ ซ่ึงไม่เป็นพิษต่อกุง้ สามารถควบคุม pH 
จากการใหอ้าหาร ออกซิเจน การถ่ายน ้าบางส่วนหรือใชส้ารกลุ่มกรดหรือด่าง 
  - ออกซิเจนละลายน ้า มีความส าคญัต่อกุง้ในการหายใจ รวมทั้งจุลินทรียแ์ละ
แพลงกต์อนใชใ้นการยอ่ยสลายเศษอาหารและส่ิงขบัถ่ายต่างๆของกุง้ดว้ย ทั้งน้ีปริมาณออกซิเจนท่ี
เหมาะสมควรมากกวา่ 5 มก./ล. ดงัตารางท่ี 1 และควรรักษาระดบัดว้ยการตีน ้าใหฟุ้้งหรือพน่อากาศ
ลงในน ้าโดยเฉพาะกลางคืนหรือช่วงกลางวนัท่ีฟ้าปิดไม่มีแสงแดดรวมทั้งควบคุมการใหอ้าหารใน
ปริมาณท่ีเหมาะสม เพื่อไม่ใหเ้กิดอาหารส่วนเกินมากเกินไปจนท าใหจุ้ลินทรียแ์ละแพลงกต์อน
เจริญเร็วและแยง่ใชอ้อกซิเจนกบักุง้โดยเฉพาะในเวลากลางคืน 

ตารางท่ี 1 ปริมาณออกซิเจนท่ีส่งผลต่อกุง้และส่ิงแวดลอ้มในบ่อเล้ียง 

ระดบัออกซิเจน (มก/ล.) ผลต่อกุง้และส่ิงแวดลอ้มในบ่อเล้ียง 
> 5 มก./ล. กุง้เจริญเติบโตดีสารอินทรียแ์ละของเสียสลายตวัไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
3-4 มก./ล. กุง้เจริญเติบโตชา้อตัราการสะสมของเสียในบ่อเพิ่มข้ึน 
2-3 มก./ล. กุง้เจริญเติบโตชา้เครียดกินอาหารลดลง อาหารเหลือในบ่อ 
1-2 มก./ล. ระบบภูมิคุม้กนัโรคกุง้ลดลงติดโรคต่างๆง่ายข้ึน เกิดการยอ่ย

สลายของเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนกุง้ลอยหวั 
< 1 มก./ล. กุง้ตาย 

ท่ีมา: ดดัแปลงมาจาก พุทธ, 2549 

  - อุณหภูมิ  (Temperature) การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในน ้ามีผลต่อสัตวน์ ้า โดย
อุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนทุก 1 องศาเซลเซียสจะท าใหเ้มตาบอลิซึมเพิ่มข้ึน 10 เท่า ท าใหต้อ้งการอาหาร
และออกซิเจนเพิ่มข้ึน และส่งผลทางออ้มต่อกิจกรรมการยอ่ยสลายอินทรียส์ารของจุลินทรีย์
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เน่ืองจากปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้าลดลง นอกจากน้ีอุณหภูมิยงัส่งผลต่อการกินอาหารของกุง้
โดยช่วงท่ีเหมาะสม คือ 27-31 องศาเซลเซียส  แต่ถา้อุณหภูมิต ่าลงถึง 24 องศาเซลเซียสจะท าใหกุ้ง้
กินอาหารลดลง 50% และจะไม่กินอาหารเม่ืออุณหภูมิลดลงถึง 20 องศาเซลเซียส 
  - ความโปร่งแสงของน ้า  (Transparency) บางคร้ังเรียกวา่ความขุ่น ( Turbidity) เป็น
ค่าแสดงความสามารถท่ีแสงส่งผา่นลงสู่ผวิน ้า โดยแสงมีความส าคญัต่อกระบวนการสังเคราะห์ดว้ย
แสง (Photosynthesis) ของแพลงกต์อนพืชเพื่อผลิตสารอินทรียแ์ละออกซิเจน ค่าท่ีเหมาะสมส าหรับ
การด ารงชีวติของกุง้อยูท่ี่ระดบัความลึก 20-40 เซนติเมตร 
  - ไฮโดรเจนซลัไฟด ์( H2S) เป็นก๊าซท่ีเกิดข้ึนในบ่อกุง้จากบริเวณกน้บ่อหรือใน
สภาวะขาดออกซิเจนโดยแบคทีเรียท่ีใชซ้ลัเฟตเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ยในการหายใจ 
(Sulfate reducing bacteria) ไดแ้ก่ Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfomonas ท าหนา้ท่ียอ่ย
สลายสารอินทรียท์  าใหเ้กิดก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟดห์รือก๊าซไข่เน่า โดยค่าท่ีปลอดภยัควรนอ้ยกวา่ 
0.002 มก./ล. หากมีมากกวา่ 0.05 มก./ล. จะเป็นพิษต่อกุง้โดยท าใหกุ้ง้เสียการทรงตวัและตายใน
ท่ีสุด 
  - แอมโมเนีย (NH3) เป็นสารประกอบไนโตรเจนท่ีเกิดจากการขบัถ่ายของเสียจาก
สัตวน์ ้าและการเน่าสลายของอาหารท่ีตกคา้งในบ่อโดยอยูใ่นรูปของก๊าซแอมโมเนียและ
แอมโมเนียมไอออนซ่ึงข้ึนกบัค่า pH เม่ือ pH ของน ้าสูง สารกลุ่มน้ีจะอยูใ่นรูปของก๊าซแอมโมเนีย
เป็นส่วนใหญ่และเป็นพิษต่อกุง้ โดยเป็นอนัตรายต่อเหงือกท าใหเ้หงือกบวมน ้าและแลกเปล่ียน
ออกซิเจนลดลง เม่ือแอมโมเนียแพร่เขา้สู่เลือด ยิง่ท  าใหต้อ้งการออกซิเจนมากข้ึนเพื่อเพิ่มการหายใจ
และขบัแอมโมเนียออก หรือบางคร้ังกุง้อาจลดการหายใจเพื่อลดการรับแอมโมเนียแทน ขณะท่ี pH 
ต ่าลงจะท าใหแ้อมโมเนียเปล่ียนเป็นแอมโมเนียมไอออนซ่ึงไม่เป็นพิษต่อกุง้ ปริมาณของ
แอมโมเนียในบ่อกุง้ไม่ควรสูงกวา่ 0.1 มก./ล. หากมีค่า 0.1-0.4 มก./ล. จะท าใหกุ้ง้โตชา้ และเม่ือค่า
มากกวา่ 0.4 มก./ล. กุง้จะเครียดและตาย ทั้งน้ีปริมาณแอมโมเนียในน ้าบ่งบอกถึงการใหอ้าหารแก่
สัตวน์ ้ามากเกินไปหรือการเล้ียงสัตวน์ ้าในอตัราท่ีหนาแน่น ท าให้การเกิดกระบวนการ  Nitrification 
โดย Nitrifying bacteria ก าจดัแอมโมเนียไปเป็นไนเตรทไม่ทนัท่วงที 
  - ไนไตรท ์(NO2-N) เป็นสารก่ึงกลางท่ีเกิดจากการเปล่ียนระหวา่งแอมโมเนียและ
ไนเตรท ปริมาณไนไตรทใ์นบ่อกุง้ไม่ควรเกิน 1 มก./ล. หากมีปริมาณมากเกินไปอาจท าใหส้ัตวน์ ้ามี
สีซีดและติดเช้ือไดง่้ายเน่ืองจากไนไตรทจ์ะแยง่จบัออกซิเจนกบั Haemocyanin ในเมด็เลือด ท าให้
กุง้ขาดออกซิเจน และท าให ้pH ในเลือดต ่าลง สมดุลเกลือแร่เปล่ียนไป  
  - ไนเตรท ( NO3-N) เกิดจากการท่ีไนไตรทถู์กออกซิไดซ์โดยใชอ้อกซิเจนผา่น
กระบวนการ Nitrification ในบ่อกุง้ควรมีปริมาณไนเตรทไม่เกิน 60 มก./ล. ทั้งน้ีไนเตรทไม่
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ก่อใหเ้กิดอนัตรายต่อกุง้ในทางตรงเม่ือเทียบกบัแอมโมเนียและไนไตรท ์แต่จะส่งผลในทางออ้ม
โดยก่อใหเ้กิดปัญหา Eutrophication เน่ืองจากเป็นธาตุอาหารท่ีจุลินทรียแ์ละแพลงกต์อนใชใ้นการ
เจริญเติบโตร่วมกบัฟอสฟอรัส 

2.1.3 การบ าบัดน า้ทิง้และเลนจากการเลีย้งกุ้ง 

วธีิการบ าบดัน ้าทิ้งจากการเล้ียงกุง้โดยทัว่ไปส าหรับเกษตรกร คือ การตกตะกอน
สารอินทรีย ์ซากแพลงกต์อน และตะกอนดินในบ่อตกตะกอนประมาณ 1 วนั แลว้จึงสูบน ้าทิ้งเขา้สู่
บ่อเติมอากาศเพื่อเร่งกระบวนการบ าบดัโดยใชเ้วลาประมาณ 10-20 วนั ข้ึนอยูก่บัคุณภาพของน ้าทิ้ง
เม่ือน ้าทิ้งมีคุณภาพดีข้ึนตามมาตรฐานแลว้จึงปล่อยน ้าออกไปยงัแหล่งน ้าสาธารณะหรือน ากลบัมา
หมุนเวยีนใชใ้นการเล้ียงกุง้คร้ังต่อไป ทั้งน้ีหากเกษตรกรมีพื้นท่ีอยา่งจ ากดัอาจท าการตกตะกอน
และเติมอากาศในบ่อเดียวกนัไดแ้ละเม่ือทิ้งน ้าไปแลว้จะเหลือดินเลนท่ีเน่าเสียและขาดออกซิเจน 
โดยของเสียเหล่าน้ีจะมีสารอินทรียค์าร์บอนและไนโตรเจนในปริมาณสูง เกษตรกรสามารถท าการ
บ าบดัในบ่อโดยไม่เอาเลนออกจากบ่อเล้ียง หรือ อาจตอ้งตกัเลนออกนอกบ่อในกรณีท่ีมีสารอินทรีย์
ปริมาณมากจนไม่สามารถบ าบดัในบ่อได้  ตอ้งเก็บรักษาและบ าบดัดินเลนใหอ้ยูใ่นบริเวณท่ีส่งผล
กระทบต่อส่ิงแวดลอ้มนอ้ยท่ีสุด เพราะหากปล่อยใหไ้หลลงแหล่งน ้าจะท าใหแ้หล่งน ้าเส่ือมโทรม
เร็วยิง่ข้ึน (สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล, 2556) 

2.2 ผลกระทบจากการเลีย้งกุ้ง 

หลงัจากการจบักุง้แต่ละรอบการผลิตจะมีการสะสมของเศษอาหารจ านวนมาก
รวมทั้งสารอินทรียท่ี์เกิดข้ึนใหม่จากการหมุนเวยีนธาตุอาหารท่ีถูกยอ่ยสลายแลว้ทั้งในส่วนน ้าและ
ตะกอนดิน หากไม่มีการจดัการบ าบดัน ้าท่ีดีแลว้ระบายลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติจะก่อใหเ้กิดปัญหา
ต่อส่ิงแวดลอ้มในระยะยาว โดยเฉพาะปัญหาความอุดมสมบูรณ์มากเกินไป หรือ เกิด  
Eutrophication ซ่ึงคือการท่ีแหล่งน ้ามีธาตุอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสมากเกินพอ ท าใหพ้ืชน ้า
และแพลงกต์อนพืชซ่ึงเป็นอาหารของสัตวน์ ้ามีจ  านวนมากข้ึน ท าใหส้ัตวน์ ้ามีอาหารอุดมสมบูรณ์
และเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว ส่งผลใหมี้สารอินทรียเ์พิ่มมากข้ึนทั้งจากของเสีย
จากการขบัถ่ายและซากส่ิงมีชีวติ ท าใหแ้บคทีเรียตอ้งใชอ้อกซิเจนในการยอ่ยสลายมากข้ึนจน
ปริมาณก๊าซออกซิเจนลดต ่าลงถึงระดบัท่ีเป็นอนัตรายต่อส่ิงมีชีวติ ความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีต ่า
กวา่ 4 มก./ล. ซ่ึงเป็นระดบัท่ีก่อใหเ้กิดความเครียดต่อสัตวน์ ้าหรือภาวะ Hypoxia จะส่งผลเสียอยา่ง
ชดัเจนโดยท าใหเ้กิดการตายของสัตวน์ ้าในเวลากลางคืน (ส านกังานนโยบายและแผน
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ทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอ้ม , 2548; Paerl, 2006) นอกจากน้ี การปล่อยน ้าทิ้งบ่อกุง้ยงัส่งผล
ใหค้วามหลากหลายของส่ิงมีชีวติลดลงโดยเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบของส่ิงมีชีวติในสายใยอาหาร
และระบบนิเวศ  (Serrano-Grijalva, Sánchez-Carrillo, Angeler, Sánchez-Andrés, & Álvarez-
Cobelas, 2011) และหากปล่อยน ้าทิ้งใกลก้บับริเวณแนวปะการัง (Back-reef area) จะเป็นอนัตราย
ต่อหญา้ทะเล Meadows และปะการัง เน่ืองจากบริเวณดงักล่าวมีอตัราแลกเปล่ียนน ้าอยา่งจ ากดัจึง
ส่งเสริมใหเ้กิด Eutrophication เพิ่มข้ึน ท าใหส้าหร่ายเจริญเพิ่มมากข้ึนจนเกิดแนวเงาและการแยง่
พื้นท่ีของส่ิงมีชีวติ (Herbeck et al., 2013) โดยทัว่ไปการบ่งช้ี  Eutrophication ในแหล่งน ้าท าไดจ้าก
การวดัความเขม้ขน้ของฟอสฟอรัสซ่ึงตอ้งมีค่ามากกวา่ 1.1 ไมโครโมลาร์  (Herbeck et al., 2013; 
Smith, Tilman, & Nekola, 1999) หากเกิดในแหล่งน ้าต้ืนจะพบพืชน ้าขนาดใหญ่เจริญปกคลุมผวิน ้า
อยา่งหนาแน่น เช่น สายหนาม (Najas sp.) รวมทั้งสาหร่ายสีเขียวขนาดใหญ่  (Cladophora) ขณะท่ี
แหล่งน ้าลึกจะพบพืชน ้าขนาดเล็กหรือแพลงกต์อนพืชเช่น Oscillatoria เป็นตน้ (ส านกังานนโยบาย
และแผนทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอ้ม , 2548; สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล , 
2556) 

 การปล่อยน ้าทิ้งบ่อกุง้ท่ีไม่ไดผ้า่นการบ าบดัใหไ้ดม้าตรฐานเป็นปัจจยัส าคญัท่ีท า
ใหเ้กิดความเส่ือมโทรมของแหล่งน ้าและการประมง (สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล , 
2556) โดยสถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเลไดส้รุปขอ้มูลฟาร์มมาตรฐานสัตวน์ ้าชายฝ่ัง
ปี 2558 ดงัตารางท่ี 2 พบวา่ เกษตรกรมุ่งเนน้การเล้ียงกุง้ทะเลมากเป็นอนัดบัหน่ึงเม่ือเทียบกบัการ
เพาะเล้ียงสัตวท์ะเลทั้งหมด โดยมีการข้ึนทะเบียนฟาร์มกุง้ทะเล 20,494 ฟาร์ม ใชพ้ื้นท่ี 305,552 ไร่ 
และมีฟาร์มเพียง 31.56% เท่านั้นท่ีผา่นมาตรฐาน GAP (Good Aquacultural Practice)  

ตารางท่ี 2 ขอ้มูลการเพาะเล้ียงกุง้ทะเลและสัตวน์ ้าชายฝ่ัง ณ วนัท่ี 1 พฤษภาคม 2558 

ชนิดสัตวน์ ้าชายฝ่ัง จ านวนราย เน้ือท่ี(ไร่) จ านวนฟาร์ม 
จ านวนฟาร์มท่ีได้
มาตรฐาน GAP 

กุง้ทะเล (Marine Shrimp) 19,378 305,552.40 20,494 6,468 
ปลาทะเล (Marine Fish) 7,503 13,981.37 7,584 1,982 
ปูทะเล (Crab) 2,000 15,980.71 2,009 175 
หอยทะเล (Mollusk) 4,569 81,753.05 4,752 1,551 
ท่ีมา: สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล, 2558 
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นอกจากน้ี รายงาน แผนแม่บทการพฒันาลุ่มน ้าทะเลสาบสงขลา (ส านกังาน
นโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอ้ม , 2548) พบวา่พื้นท่ีนากุง้ในเขตลุ่มน ้าฯ
ประมาณ 6,800-9,500 ไร่ มีการปล่อยน ้าเสียลงสู่ทะเลสาบสงขลาและพบวา่น ้าทิ้งจากบ่อเล้ียงกุง้มี
ค่า BOD ปริมาณฟอสฟอรัส และไนเตรทท่ีสูงมาก  โดย ด ารง (2551) ไดต้รวจสอบคุณภาพน ้าเสีย
จากบ่อกุง้จงัหวดัตรัง พบวา่ ค่า ออร์โธฟอสเฟต มีค่า 0.54 มก./ล. และมีฟอสฟอรัสรวม 3,730.08 
มก./ล. ขณะท่ีมีแอมโมเนียม 0.47 มก./ล. และไนโตรเจนรวม 8.98 มก./ล. ทั้งน้ี หากน ้าทิ้งเหล่าน้ีไม่
ผา่นการบ าบดัก่อนปล่อยออกสู่แหล่งน ้าตามธรรมชาติจะก่อใหเ้กิด ปัญหา Eutrophication ท าให้
แหล่งน ้าขาดออกซิเจนและเน่าเสีย สัตวน์ ้าต่างๆไม่สามารถด ารงอยูไ่ดแ้ละตายในท่ีสุด  ทั้งน้ี กรม
ควบคุมมลพิษไดก้ าหนดมาตรฐานน ้าทิ้งจากบ่อเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง และมีการรายงานคุณภาพ
น ้าทิ้งบ่อกุง้จากการใชร้ะบบบ าบดัน ้าทิ้งของฟาร์มสาธิตตน้แบบ แสดงดงัตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 มาตรฐานน ้าทิ้งจากบ่อเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าชายฝ่ัง 

พารามิเตอร์ หน่วย มาตรฐานน ้าทิ้ง 
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) - 6.5-9.0 
ค่าบีโอดี (BOD) มก./ล. 20 
สารแขวนลอย มก./ล. 70 
แอมโมเนีย มก.ไนโตรเจน/ล. 1.1 
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์ มก./ล. 0.01 
ฟอสฟอรัสรวม มก.ฟอสฟอรัส/ล. 0.4 
ไนโตรเจนรวม มก.ไนโตรเจน/ล. 4 

 ท่ีมา : พุทธ, 2544 และสถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล, 2556 

2.3 แบคทเีรียสังเคราะห์แสง 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีไม่ใชอ้อกซิเจนในท่ีน้ีกล่าวถึงเฉพาะกลุ่มสีม่วง 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่ใชอ้อกซิเจน (Anoxygenic phototrophic purple 
bacteria) เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่มใหญ่ท่ีแพร่กระจายในธรรมชาติพบไดท้ั้งในแหล่งน ้า 
บนบก รวมทั้งบริเวณส่ิงแวดลอ้มท่ีรุนแรง  (ไม่ปกติ) ทั้งอุณหภูมิ pH และความเคม็ เป็นแบคทีเรีย
แกรมลบ รูปร่างแท่ง ไข่ เกลียว และกลม การขยายพนัธ์ุส่วนใหญ่เป็นแบบ Binary fission เซลลมี์สี
แดง ม่วง-แดง ส้ม น ้าตาล เหลือง หรือเขียว สามารถสังเคราะห์แสงโดยใชร้งควตัถุ คือ แบคเทอริโอ
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คลอโรฟิลล ์ a หรือ b (Bacteriochlorophylla or b) และคาโรทินอยด ์( Carotenoids) ไดแ้ก่ 
Spirilloxanthin Spheroidene Lycopene และ Rhodopsin คุณสมบติัเด่น คือ สามารถสังเคราะห์ ดว้ย
แสงภายใตส้ภาวะไร้อากาศซ่ึงเจริญไดใ้นทั้งสภาวะ Photoautotrophy  โดยใชก้๊าซไฮโดรเจน หรือ
ไฮโดรเจนซลัไฟดท่ี์เป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้มและ ส่ิงมีชีวติชนิดอ่ืนเป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนแทนน ้าแลว้
เปล่ียนเป็นฟอร์มท่ีไม่มีพิษ เช่น ซลัเฟอร์ ซลัเฟต และสภาวะ Photoheterotrophy โดยใชส้ารอินทรีย์
โมเลกุลเล็ก เช่น Malate Acetate Pyruvate เป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนตลอดจนสามารถเจริญแบบ 
Chemoheterotrophy ภายใตส้ภาวะท่ีมีอากาศ  เม่ือไม่มีแสง (Johannes F Imhoff, 1992; Johannes F 
Imhoff, Hiraishi, & Süling, 2005) สามารถแบ่งตามการสะสมซลัเฟอร์ไวภ้ายในเซลลห์รือไม่สะสม
ไดเ้ป็น 2 กลุ่มยอ่ย ดงัน้ี 

1. Purple sulfur bacteria หรือ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงท่ีสะสมซลัเฟอร์ 
สามารถทนต่อซลัไฟดใ์นระดบั mM และออกซิไดซ์ซลัไฟดเ์ป็นซลัเฟอร์แลว้สะสมภายในเซลล ์
หรืออาจใชไ้ทโอซลัเฟต  ก๊าซไฮโดรเจน เฟอร์รัส (Fe2+) และไนไตรทเ์ป็นตวัใหอิ้เล็กตรอนได ้
สามารถเจริญไดดี้ในสภาวะ Photoautotrophy ซ่ึงไม่มีออกซิเจนและสามารถเจริญไดอ้ยา่งจ ากดัใน
สภาวะ Photoheterotrophy และเจริญได้ไม่ดีในสภาวะ Chemoheterotrophy เม่ือใชอ้ณูชีววทิยาจดั
สายสัมพนัธ์ทางววิฒันาการพบวา่อยูใ่นกลุ่ม Gamma-proteobacteria มีรูปร่างกลม แท่ง เกลียว เช่น
Allochromatium Marichromatium Thermochromatium Thiocapsa Thiospirillum 
Ectothiorhodospira Ectothiorhodosinus และ Halorhodospira เป็นตน้ 

 2. Purple nonsulfur bacteria (PNSB) หรือ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงท่ีไม่
สะสมซลัเฟอร์ภายในเซลลเ์ม่ือใชซ้ลัไฟด์ หรือซลัเฟอร์ในรูปรีดิวซ์ เป็นตวัใหอิ้เล็กตรอน สามารถ
เจริญไดท้ั้งในสภาวะ Photoautotrophy Heterotrophy (Chemoorganotrophy) และเจริญไดดี้ใน
สภาวะ Photoheterotrophy (Photoorganotrophy) โดยใชส้ารอินทรียไ์ดห้ลากหลาย เช่น Malate 
Succinate Fumarate Acetate รวมทั้ง Ethanol Lactate และ Propionate บางชนิดสามารถยอ่ยสลาย
สารประกอบ Aromatic เช่น Benzoate อนุพนัธ์ของ Benzoate Cyclohexane และ Toluene การ
แบ่งกลุ่มโดยใชอ้ณูชีววทิยาจดัเป็นกลุ่ม Alpha-proteobacteria มีรูปร่างกลม แท่งแท่ง-กลม และ
เกลียว เช่น  Rhodobacter Rhodopseudomonas Blastochloris Rhodoplanes Rhodocistac 
Rhodospirillum Rhodovibrio Roseospira และ  Roseospirillum เป็นตน้ และกลุ่ม Beta-
proteobacteria มีรูปร่างกลม แท่ง โคง้ เช่น Rhodocyclus Rhodoferaxc และ Rubrivivax เป็นตน้ 

PNSB เป็นแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัเด่นโดยสามารถเจริญไดห้ลายสภาวะทั้งแบบ 
Photoautotrophy Photoheterotrophy และ Heterotrophy ข้ึนอยูก่บัสภาวะส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นจึงมีการ
น าแบคทีเรียกลุ่มน้ีมาประยกุตใ์ชใ้หเ้กิด ประโยชน์อยา่งมากมายเช่น การบ าบดัน ้าเสีย การใชเ้ป็น
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แหล่งอาหารโปรตีน (Single-cell protein) เพื่อเป็นส่วนผสมในอาหารสัตว ์รวมทั้งในการเพาะเล้ียง
สัตวน์ ้า นอกจากน้ียงัสังเคราะห์สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioactive compounds) ท่ีมีคุณสมบติัตา้น
การเจริญของจุลินทรียก่์อโรค  หรือสารกระตุน้การเจริญของพืช รวมทั้งการสร้างก๊าซ ไฮโดรเจน
จากการตรึง ก๊าซ ไนโตรเจน เพื่อใชเ้ป็นแหล่งพลงังาน ทางเลือก (Alternative energy) เป็นตน้  
(Chumpol, Kantachote, Nitoda, & Kanzaki, 2017; Kornochalert et al., 2014b; Sakpirom, 
Kantachote, Nunkaew, & Khan, 2017) 

2.4 การบ าบัดน า้ทิง้โดยใช้แบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีไ่ม่สะสมซัลเฟอร์ 

2.4.1 การลดฟอสฟอรัส 

การเล้ียงกุง้ส่วนใหญ่ก่อใหเ้กิดสารอินทรียแ์ละอนินทรียใ์นปริมาณสูง แต่
เน่ืองจากการบ าบดัดว้ยวธีิทางเคมีมีขอ้จ ากดัดา้นค่าใชจ่้ายท่ีสูงทั้งจากสารเคมีและการก าจดัตะกอน
เกลือฟอสเฟต ในปัจจุบนัจึงมีการใชว้ธีิทางชีวภาพ ไดแ้ก่ การใชจุ้ลินทรียม์าช่วยในการบ าบดั เช่น 
การใช ้PAOs (Polyphosphate accumulating organisms) สามารถสะสมฟอสฟอรัสภายในเซลลใ์น
รูปของโพลีฟอสเฟตแกรนูล (poly-P) สูง 5-13% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ซ่ึงมากกวา่จุลินทรียท์ัว่ไปท่ี
มีการสะสมเพียง 1.5-2% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ท าใหมี้การบ าบดัฟอสฟอรัสอยา่งมีประสิทธิภาพ 
เรียกระบบดงักล่าววา่  ระบบการก าจดัฟอสฟอรัสทางชีวภาพ แบบเพิ่มพนู (Enhanced biological 
phosphorus removal; EBPR) ซ่ึงเร่ิมระบบจากการเล้ียงเซลล์  ในสภาวะไร้ออกซิเจน โดย PAOs จะ
สลาย polyP ท่ีสะสมไวเ้ป็นแหล่งพลงังานในการสร้าง ATP และใชใ้นการดึง Volatile fatty acids 
(VFAs) เขา้สู่เซลล ์เช่น อะซิเตท เพื่อใชใ้นการเจริญ  ขณะเดียวกนัก็สะสมในรูปโพลีไฮดรอกซีอลั
คาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate; PHA) ท าใหใ้นสภาวะน้ีมีการปล่อยฟอส เฟตออกจากเซลล์ ใน
ปริมาณมาก ซ่ึงถือเป็นการเตรียมเซลลใ์หพ้ร้อมต่อการดูดซึมฟอสเฟต หลงัจากนั้นจึงเขา้สู่สภาวะ
การลดฟอสฟอรัสท่ีแทจ้ริงโดยเติมอากาศเขา้สู่ระบบ เม่ือไดรั้บออกซิเจนเซลลส์ามารถเจริญไดโ้ดย
สลาย PHA เพื่อเป็นแหล่งพลงังานในการเจริญเติบโต  และดูดซึมฟอสเฟตกลบัคืนเป็นจ านวนมาก
เพื่อสะสมเป็น poly-P โดยอาศยัเอนไซม ์ polyphosphatekinase ช่วยในการต่อโมเลกุลฟอสเฟตดว้ย
พนัธะ phosphoanhydride ขณะเดียวกนั แบคทีเรียกลุ่มอ่ืนท่ีไม่สะสม PHA จะค่อยๆลดจ านวนลง 
ท าให ้ PAOs เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นข้ึนมา  จึงท าใหใ้นระบบมีปริมาณฟอสเฟตลดลง ไดม้าก   
(Blackall, Crocetti, Saunders, & Bond, 2002; Fuhs & Chen, 1975; Liang et al., 2010) ตวัอยา่ง
การศึกษาวจิยัเก่ียวกบัการลดฟอสฟอรัส ในน ้าทิ้งท่ีมีความเคม็ใกลเ้คียงกบัน ้าทิ้งบ่อกุง้  เช่น  นุกลู 
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และคณะ  (2542) ไดใ้ชร้ะบบ EBPR ในการบ าบดัฟอสฟอรัสในน ้าทิ้งท่ีมีความเคม็ระดบัน ้าทะเล 
(3.5% NaCl) ซ่ึงเป็นแหล่งน ้าทิ้งท่ีมาจากการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้า รวมทั้งอุตสาหกรรมแปรรูปอาหาร
ทะเล และศึกษากลุ่มแบคทีเรียท่ีสามารถบ าบดัฟอสฟอรัสแบบชีวภาพในระบบ EBPR โดยใช้
เทคนิค Fluorescence In Situ Hybridization Techniques (FISH) พบวา่ แบคทีเรียในกลุ่ม Beta-
proteobacteria มีความสัมพนัธ์กบัประสิทธิภาพของระบบ EBPR และสามารถสะสมฟอสฟอรัสใน
ตะกอนเซลลแ์หง้สูงถึง 5-10% 

จากประสิทธิภาพการลดฟอสฟอรัสไดสู้งของ PAOs ท่ีพบในระบบ EBPR จึงท า
ใหมี้การศึกษามุ่งเนน้เพื่อหาแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัในการเป็น PAOs เพิ่มมากข้ึน  (BAO et al., 
2007; Tian-Ming et al., 2007) โดยรายงานวจิยัของ Liang และคณะ  (2010) ไดศึ้กษาศกัยภาพการ
สะสม poly-P ของ PNSB ท่ีคดัแยกได้จาก Activated sludge เพื่อหาไอโซเลทท่ีสะสม  poly-P ดว้ย
การยอ้มสี 4’6-diaminido-2-phenylindole (DAPI) และศึกษาความหลากหลายโดยใช ้ pufM gene ซ่ึง
เป็น conserved photosynthesis gene purple bacteria ท่ีควบคุม light-harvesting reaction center ท่ี
เฉพาะต่อแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วง ( Purple phototrophic bacteria; PNSB) และพบ  
Rhodopseudomonas palustris ท่ีสามารถสะสม poly-P ไดสู้งจ านวน 4 ไอโซเลท ผลการศึกษา
ศกัยภาพการสะสมฟอสฟอรัสภายในเซลล์ ของ  PNSB โดยเล้ียงเช้ือในสภาวะการเจริญต่างๆ 
รวมทั้งสภาวะตามระบบ EBPR ซ่ึงเร่ิมจากสภาวะไร้อากาศและตามดว้ยสภาวะมีอากาศ แต่มีการ
ออกแบบเพิ่มเติมโดยการใหแ้สงในสภาวะไร้อากาศเพื่อใหเ้ซลลมี์การเจริญแบบ Photoheteroph 
พบวา่ PNSB ท่ีท าการศึกษามีลกัษณะ การสะสม poly-P ท่ีแตกต่างจาก EBPR ทัว่ไป คือ ในสภาวะ
ไร้อากาศ-มีแสง เซลล์สามารถสะสม poly-P ได ้โดยไอโซเลท  R. palustris G11 สามารถสะสมได้
มากถึง 13-15% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และหลงัจากปรับใหอ้ยูใ่นสภาวะมีอากาศไร้แสง พบวา่เซลล์
สามารถสะสมฟอสฟอรัสไดใ้กลเ้คียงกบัระดบัเดิมหรือลดลงเล็กนอ้ยตลอดการเล้ียง ดงันั้นจึงเป็น
ส่ิงท่ีน่าสนใจวา่ PNSB มีรูปแบบการสะสม poly-P แตกต่าง จาก PAOs ท่ีพบในระบบ EBPR 
ทัว่ไป โดยสามารถสะสม poly-P ไดท้ั้งในสภาวะไร้อากาศ (มีการใหแ้สง) ซ่ึงไม่ต่างจากสภาวะมี
อากาศ ทั้งน้ีเน่ืองจากคุณสมบติัเด่นของเช้ือกลุ่มน้ีท่ีสามารถเจริญแบบ Photoheteroph โดยใช้
กระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสงเพื่อสร้างพลงังานส าหรับใชใ้นการเจริญ อีกทั้งมีพลงังานเหลือมาก
พอส าหรับการน ามาใชใ้นการสร้าง poly-P สะสมเพื่อเป็นแหล่งพลงังานภายในเซลลต่์อไป ในขณะ
ท่ีแบคทีเรียทัว่ไปท่ีใชส้ภาวะ heterotroph ตอ้งมีการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์พื่อน ามาเป็นแหล่ง
พลงังาน ซ่ึงจะไดพ้ลงังานมากจากการท่ีตอ้งมีอากาศ (aerobic respiration) ขณะท่ีการหายใจแบบ
ไม่ใชอ้ากาศ (anaerobic respiration) ไดพ้ลงังานนอ้ยกวา่จึงไม่เหลือพลงังานมากพอส าหรับน ามาใช้
ในการสะสม poly-P นัน่เอง 
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2.4.2 การลดไนโตรเจน 

น ้าในบ่อกุง้มีสารประกอบไนโตรเจนจากเศษอาหารและการขบัถ่ายในปริมาณ
มาก โดยจะปรากฏในรูปแอมโมเนีย ไนเตรท และไนไตรท ์ทั้งน้ีในสภาวะมีออกซิเจน จะเกิด 
Nitrification โดยอาศยัแบคทีเรียกลุ่ม Ammonium oxidizers เช่น Nitrosomonas Nitrosococcus และ
Nitrosovibrio ในการออกซิไดซ์แอมโมเนียเป็นไนไตรท ์และอาศยัแบคทีเรียกลุ่ม Nitrite oxidizers
เช่น Nitrobacter Nitrospira และ Nitrococcus ในการออกซิไดซ์ไนไตรทเ์ป็นไนเตรท นอกจากน้ี ใน
สภาวะขาดออกซิเจน จะมีจุลินทรียบ์างกลุ่มท่ีเจริญไดโ้ดยอาศยัไนเตรทเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวั
สุดทา้ยแทนออกซิเจนเรียกแบคทีเรียกลุ่มน้ีวา่  Denitrifying bacteria ไดแ้ก่ Achromobacter Bacillus 
Clostridium Lactobacillus Micrococcus Proteus Pseudomonas ซ่ึงท าใหเ้กิดกระบวนการ 
Denitrificationโดยจะเปล่ียนไนเตรทใหอ้ยูใ่นรูปก๊าซไนโตรเจน (ดวงพร, 2545) ดงัน้ี 

NO3
-  NO2

-  NO   N2O  N2 

2.5 การออกแบบการทดลองด้วยวธีิการพืน้ผวิตอบสนอง (Response Surface Methodology) 

  วธีิการพื้นผวิตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) เป็นวธีิการทาง
สถิติเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการหรือการทดลอง โดยอาศยัการศึกษาความสัมพนัธ์
ระหวา่งปัจจยัและค่าตอบสนองท่ีสนใจ ( Response) และการออกแบบการทดลองใหเ้หมาะสมกบั
ลกัษณะขอ้มูล เพื่อใหไ้ดค้่าตอบสนองสูงสุด ทั้งน้ีวธีิการออกแบบท่ีเป็นท่ีนิยมและใหค้่าครอบคลุม
ระดบัปัจจยั  คือ วธีิส่วนประสมกลาง  (Central Composite Design; CCD) ซ่ึงเป็นวธีิท่ีอาศยัการ
กระจายระดบัของขอ้มูลออกจากจุดศูนยก์ลาง และรวมค่าการกระจายในระดบัแกนและค่าท่ีมุม จึง
ประกอบดว้ยระดบัปัจจยั 5 ระดบั ไดแ้ก่ –α, -1, 0, 1 และ +α ทั้งน้ีผลการทดลองใชว้ธีิวเิคราะห์
แบบ Multiple regression analysis และสามารถประมวลผลทางสถิติ แลว้น าเสนอในรูปแบบกราฟ
พื้นผวิตอบสนอง ( response surface plot) เพื่อใหง่้ายต่อการศึกษาผลระหวา่งปัจจยัร่วม (Myers, 
Montgomery, & Anderson-Cook, 2016) ทั้งน้ี ในปัจจุบนัมี รายงานวจิยัซ่ึงน าวธีิ CCD มาใชใ้นการ
หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการบ าบดัน ้าทิ้งต่างๆรวมทั้งฟอสฟอรัส (Beuckels, Smolders, & 
Muylaert, 2015; Cathie Lee, Mah, Leo, Wu, & Chai, 2014; Li, Zou, Zhang, & Sun, 2014; Zhang 
et al., 2011) 
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3. วตัถุประสงค์ 

1. แยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสง PNSB ท่ีเจริญในน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้ 
2. คดัเลือก PNSB ท่ีมีศกัยภาพในการลดฟอสฟอรัสในน ้าทิ้งจากบ่อกุง้ 
3. เพิ่มศกัยภาพการลดฟอสฟอรัสในน ้าทิ้งจากบ่อกุง้โดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ

กลา้เช้ือท่ีคดัเลือกได ้

4. ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากงานวจัิย 

น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากงานวจิยัเป็นแนวทางในการ ใช ้PNSB เพื่อการบ าบดัน ้าทิ้ง
โดยเฉพาะฟอสฟอรัสรวมทั้งการปรับปรุงคุณภาพน ้าขณะท าการเล้ียงกุง้และสัตวน์ ้าชนิดอ่ืนต่อไป
เพื่อการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าท่ีย ัง่ยนืและเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม 
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บทที ่2 

วธีิการวจัิย 

วสัดุและอุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์ส าหรับเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสง PNSB 
 - หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 150 × 20 มม. 
 - Petridish ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 ซม. 
 - หลอดทงัสเตน (60 วตัต)์  
 - พาราฟินเหลว 
 - Anaerobic jar, gas pack และ indicator 

2. เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวจิยั 

 - เคร่ืองหมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave) ของบริษทั TOMY 
 - เคร่ืองอบลมร้อน (Hot air oven) ของบริษทั Venticell 
 - เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 6400 ของบริษทั Jenway 
 - เคร่ือง Spectroquant Move 100 Mobile Colorimeter ของบริษทั Merck 
 - เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermoreactor) Spectroquant TR420 ของบริษทั Merck 
 - เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ของบริษทั Denver Instrument 
 - เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Centrifuge) Sorvall Rc. 
 - กลอ้งจุลทรรศน์ ของบริษทั Olympus (ส าหรับศึกษาลกัษณะเช้ือ) 
 - กลอ้งจุลทรรศน์แบบ Epifluorescence ของบริษทั Olympus (ส าหรับศึกษาลกัษณะ poly-
 P ภายในเซลล)์ 
 - เคร่ืองวดัความเขม้แสงหน่วยเป็นลกัซ์ รุ่นท่ีใช ้LX-50 Digicom 
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วธีิการทดลอง 

1. การวเิคราะห์ทางเคมี 

ท าการวเิคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ ดงัน้ี ค่า pH และค่าการน าไฟฟ้า โดย pH-
conductivity meter (Seven Multi, Mettler Toledo, USA); ค่าฟอสฟอรัส โดยชุดวเิคราะห์
ฟอสฟอรัส  (Merck, 1.14842.0001, APHA 4500-P C); ค่าไนไตรท ์โดยชุดวเิคราะห์ไนไตรท์  
(Merck, 1.14776.0001, EPA 354.1, APHA 4500-NO2B); ค่าไนเตรท โดยชุดวเิคราะห์ไนเตรท 
(Merck, 1.14773.0001, APHA 4500-NO3B); ค่าแอมโมเนียม โดยชุดวเิคราะห์แอมโมเนียม 
(Merck, 1.14752.0001, EPA 350.1, APHA 4500-NH3D); ค่าซีโอดีละลายน ้าโดยชุดทดสอบซีโอดี 
(Merck, 1.14540.0001, EPA 4.10.4, APHA 5220 D); ค่าซลัไฟด ์โดยชุดทดสอบซลัไฟด ์ (Merck, 
1.14779.0001, ISO 8466-1 and DIN 38402 A51) และความเคม็เกลือ  (%) โดย salinometer แสดง
ดงัตารางท่ี 4 

ตารางท่ี 4 วธีิการวเิคราะห์พารามิเตอร์ในการติดตามคุณภาพน ้าเล้ียง 

พารามิเตอร์ วธีิการวเิคราะห์ 
ฟอสฟอรัส (มก./ล.)* Phosphate Test (Merck: 1.14842.0001) APHA 4500-P C 
ไนเตรท (มก./ล.) Nitrate Test (Merck, 1.14773.0001) APHA 4500-NO3B 
ไนไตรท ์(มก./ล.) Nitrite Test (Merck: 1.14776.0001) EPA 354.1, APHA 

4500-NO2B 
แอมโมเนียม (มก./ล.) Ammonium Test (Merck, 1.14752.0001) EPA 350.1, 

APHA 4500-NH3D 
ความเป็นกรด-เบส (pH) pH meter (Instruction) 
ซีโอดีละลายน ้า (มก./ล.)** COD Cell Test (Merck: 1.14540.0001) EPA 4.10.4, 

APHA 5220 D 
ค่าการน าไฟฟ้า (เดซิซีเมนต/์เมตร) Electrical conductivity meter (Instruction) 
ความเคม็ (%) Salinometer (Instruction) 

 * ฟอสฟอรัส วดัค่าในรูปออร์โธฟอสเฟต (PO4-P) 
 ** วดัค่าซีโอดีละลายน ้า โดยท าการตกตะกอนเกลือดว้ย Silver nitrate 0.25 g/ml ต่อ 1% 

NaCl ก่อนวเิคราะห์ผล (APHA 4500-Cl-B)
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2. การเกบ็ตัวอย่างน า้และตะกอนดินส าหรับการแยกเช้ือและศึกษาคุณลกัษณะน า้และตะกอนดิน 
เลือกเก็บตวัอยา่งน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้ในจงัหวดัพงังาและสงขลา อยา่ง

ละ 13 จุดต่อ 1 บ่อ เพื่อเป็นตวัแทนของแต่ละบ่อ (Representative sample) โดยเก็บตวัอยา่งดินจุดละ
ประมาณ  100 ก. ท่ีความลึก จนถึง 10 ซม. และตวัอยา่งน ้าจุดละ 100 มล. ท่ีความลึกจากผวิน ้า
ประมาณ 50 ซม. เก็บตวัอยา่งทั้งหมดบรรจุในกล่องน ้าแขง็ทึบเพื่อขนส่งมายงัหอ้งปฏิบติัการ แลว้
จึงท าการแยกเช้ือ PNSB ตลอดจนวดัพารามิเตอร์ท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ ฟอสฟอรัส  ค่าความเป็นกรด-
เบส (pH) ค่าการน าไฟฟ้า (Electrical conductivity; EC) และความเคม็ 

3. การแยกเช้ือ PNSB จากบ่อเลีย้งกุ้ง 

การแยกเช้ือในน ้าท าโดยการถ่ายตวัอยา่งน ้าปริมาตร 10 มล. ลงในหลอดทดลองฝา
เกลียวขนาด 150 × 15 มม. (ปริมาตร 20 มล.) ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว Glutamate-Acetate medium 
(GA) ท่ีเติม NaCl 1.5% (w/v) (Mukkata et al., 2015) ท่ีมีความเขม้ขน้สองเท่า ปริมาตร 10 มล. ส่วน
การแยกเช้ือจากตะกอนดินท าโดยน าตวัอยา่งดินหนกั 1 ก. ใส่ลงในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด
เท่ากนัซ่ึงบรรจุอาหาร GA ความเขม้ขน้ปกติ ปริมาตร 10 มล. แลว้เติมพาราฟินเหลว 1 มล. ปิดทบั
เพื่อใหเ้ป็นสภาวะไร้อากาศ (Kantachote et al., 2005) ปิดฝาเกลียวแลว้น าไปส่องไฟดว้ยหลอดไฟ
ทงัสเตน 60 วตัต ์ปรับระยะห่างกบัหลอดทดลองใหมี้ความเขม้แสง 3,500 ± 200 ลกัซ์โดยใช้
เคร่ืองวดัความเขม้แสง (LX-50 Digicom) อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส บ่มประมาณ 5 - 7 
วนั หลอดทดลองท่ีมีแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีเป็นกลุ่มเป้าหมาย เจริญปรากฏเป็นสีชมพ ูส้ม แดง 
และน ้าตาล แลว้จึงน าเช้ือมาท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิขีดเป็นเส้นฟันปลา ( streak) บนอาหารแขง็ GA 
medium ซ่ึงเติม NaCl 1.5% (w/v) น าไปบ่มไวใ้น  Anaerobic jar ส่องไฟท่ีความเขม้แสง 3,500 ลกัซ์ 
เป็นเวลา 5 วนั และท าการ re-streak จนไดโ้คโลนีเด่ียว ( single colony) ตรวจความบริสุทธ์ิของเช้ือ
ดว้ยการยอ้ม Gram stain แลว้ส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ เก็บเช้ือท่ีบริสุทธ์ิใน 20% กลีเซอรัล ท่ีตูแ้ช่
แขง็ – 80ºC 

4. การเตรียมกล้าเช้ือ 

น า PNSB บริสุทธ์ิทั้งหมดท่ีแยกไดจ้ากน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้มาเล้ียงใน
อาหารเหลว GA ท่ีเติม NaCl 1.5% (w/v) ปริมาตร 18 มล. ซ่ึงบรรจุในหลอดฝาเกลียวขนาด 150 × 
20 มม. แลว้น าเช้ือไปบ่มโดยใชห้ลอดไฟทงัสเตน และใหแ้สง 3,500 ลกัซ์ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ประมาณ 
48 ชม. แลว้จึงถ่ายเช้ือในอาหาร GA หลอดใหม่ หลงัจากเล้ียงเช้ือสองคร้ังจึงน าเช้ือท่ีไดม้าวดัค่า 
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OD ท่ี 660 nm ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือปรับความขุ่นใหไ้ด ้ 1.0 (OD660= 1.0) มีปริมาณเซลล์  4.7 × 108 
CFU/ml เพื่อใหมี้ปริมาณเช้ือเท่ากนั และใชเ้ป็นกลา้เช้ือ โดยมีอาหารท่ีปราศจากเช้ือเป็น blank 

5. การคัดเลอืกเช้ือ PNSB ทีม่ีศักยภาพในการก าจัดฟอสฟอรัส 

5.1 การเตรียมตัวอย่างน า้เลีย้งกุ้งและศึกษาคุณลกัษณะน า้ 

เก็บน ้าเล้ียงกุง้ก่อนปล่อยออกจากบ่อเล้ียงซ่ึงอุดมไปดว้ยสารอาหารและของเสีย 
บรรจุใหเ้ตม็ถงัทึบแสงขนาด 25 ล. เพื่อป้องกนัการสังเคราะห์ดว้ยแสง  น ามาวดัพารามิเตอร์ ไดแ้ก่ 
ปริมาณฟอสฟอรัส ไนเตรท ไนไตรท ์แอมโมเนียม pH ค่าซีโอดีละลาย ( Soluble Chemical Oxygen 
Demand; sCOD) ค่าการน าไฟฟ้าและความเคม็ และเก็บไวใ้นหอ้งเยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 2ºC น าน ้าเล้ียง
กุง้จากบ่อท่ีพบค่าฟอสฟอรัสมากท่ีสุดมากรองดว้ยผา้ขาวบาง และน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 ºC 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เพื่อใหไ้ด ้“น ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ” 

 
5.2 การคัดเลอืกเช้ือขั้นเบือ้งต้น 

เพื่อคดัเลือก PNSB ท่ีสามารถเจริญไดดี้ในน ้าเล้ียงกุง้ จึงน า PNSB ทั้งหมดท่ีแยก
ไดม้าคดัเลือกหาเช้ือท่ีสามารถเจริญไดดี้ (OD660> 1.0) ทั้ง 2 สภาวะ คือ มีอากาศ-ไร้แสงและ อากาศ
เล็กนอ้ย-มีแสงในอาหาร GA ท่ีมี NaCl 1.5% (w/v) ดงัน้ี 

5.2.1 สภาวะมีอากาศ-ไร้แสง  (Chemoorganotroph) ใส่กลา้เช้ือ 1 มล.ในหลอด
ทดลองฝาเกลียวขนาด 150 x 25มม. (ปริมาตร 50 มล.) ซ่ึงบรรจุอาหาร GA ท่ีเติม NaCl 1.5% (w/v) 
ปริมาตร 9 มล. หุม้หลอดดว้ย Aluminum foil เพื่อป้องกนัแสง บ่มในเคร่ือง shaker ท่ี 150 rpm 
อุณหภูมิ 30ºC ท าการเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 48 ชม. น าไปวดัการเจริญดว้ย Spectrophotometer โดยวดัค่า 
OD660 และใชชุ้ดควบคุมคือหลอดท่ีไม่เติมเช้ือในอาหาร GA เป็น blank 

5.2.2 สภาวะอากาศเล็กนอ้ย-มีแสง  (Photoheterotroph) ใส่กลา้เช้ือ 2 มล.ในหลอด
ทดลองฝาเกลียวขนาด150 x 15 มม. (ปริมาตร 20 มล.) ซ่ึงบรรจุอาหาร GA ท่ีเติม NaCl 1.5% (w/v) 
ปริมาตร 18 มล. บ่มดว้ยหลอดไฟทงัสเตนโดยใหแ้สง 3,500 ลกัซ์ เป็นเวลา 48 ชม.แลว้ท าการวดั
การเจริญดว้ย Spectrophotometer ท่ี OD660 เช่นเดิม 
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5.3 การคัดเลอืกเช้ือขั้นที ่2 

น าเช้ือท่ีไดจ้ากการคดัเลือกในขั้นแรกมาทดสอบการเจริญในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจาก
เช้ือ เพื่อหลีกเล่ียงการตกคา้งของสารอาหารจ านวนมากจาก GA จึงท าการลา้งเซลล์  2 คร้ังดว้ย 
0.85% NaCl ก่อนปรับกลา้เช้ือใหมี้ OD660 = 1.0 โดยใช ้0.85% NaCl แลว้ท าการเล้ียงเช้ือ โดยใชก้ลา้
เช้ือ 10% ในสภาวะมีอากาศ-ไร้แสงและสภาวะอากาศเล็กนอ้ย-มีแสงเช่นเดิม เป็นเวลา  7 วนั โดยมี
ชุดควบคุมเป็นหลอดท่ีไม่เติมเช้ือในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ วดัการเจริญและคดัเลือกไอโซเลทท่ีมี
ค่า OD660 สูงทั้งสองสภาวะเพื่อน าไปศึกษาประสิทธิภาพการลดฟอสฟอรัสในขั้นท่ี 3 ต่อไป 

5.4 การคัดเลอืกเช้ือขั้นที ่3 

น าเช้ือท่ีผา่นการคดัเลือกขั้นท่ี 2 มาทดสอบความสามารถในการลดฟอสฟอรัสใน
น ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ โดยท าการทดสอบทั้ง 2 สภาวะเป็นเวลา  7 วนัเช่นเดิมโดยใชก้ลา้เช้ือ 10%  
ก่อนการวเิคราะห์ค่า น าตวัอยา่งไปหมุนเหวีย่งท่ี 6,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เพื่อน าส่วน ใส 
(supernatant) มาวดัปริมาณฟอสฟอรัสและ  pH ในวนัท่ี 0 และวนัท่ี 7 แลว้วดัค่าเปอร์เซ็นตก์าร
ลดลงตามสูตรท่ีแสดงดา้นล่าง ส าหรับเซลลท่ี์แยกไว ้น าไปยอ้มสี methylene blue เพื่อตรวจหาการ
สะสม poly-p ภายในเซลล์  (Hülsen et al., 2014; Hupfer, Gloss, Schmieder, & Grossart, 2008) และ
ส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ส าหรับการทดลองน้ีมีชุดควบคุมปราศจากเช้ือ (abiotic control) คือน ้า
เล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือเพื่อดูผลของปัจจยัทางเคมี-กายภาพท่ีอาจส่งผลต่อการลดของฟอสฟอรัส 

การลดฟอสฟอรัส (%) =
[ความเขม้ขน้ฟอสฟอรัสในวนัท่ี 0] – [ความเขม้ขน้ฟอสฟอรัสในวนัท่ี 7]

[ความเขม้ขน้ฟอสฟอรัสในวนัท่ี 0]
 × 100 

6. การเทยีบเคียงเช้ือกลุ่ม purple non-sulfur bacteria 

น าเช้ือ PNSB ท่ีคดัเลือกไดจ้ากขั้นท่ี 3 ซ่ึงสามารถเจริญไดดี้ในน ้าเล้ียงกุง้และลด
ฟอสฟอรัสไดม้ากท่ีสุดมาท าการเทียบเคียงในระดบัชนิดดว้ยการเทียบล าดบัเบส 16S rRNA gene 
โดยน าเซลลท่ี์เล้ียงในอาหาร GA เป็นเวลา 48 ชม.มาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 20 
นาที แลว้แยกเซลลอ์อกมาสกดั genomic DNA ดว้ย DNA extraction kit (PowerSoil; MO Bio, 
Carlsbad, CA, USA) ตามคู่มือของบริษทั ท่ีผลิต และเพิ่มปริมาณ 16S rRNA gene โดยเทคนิค PCR 
ใช ้primer 8F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') และ 1492R (5'-CGG TTA CCT TGT 
TAC GAC TT-3') โดยมีขั้นตอน 3 ขั้นตอน ไดแ้ก่ denaturation step (94 ºC, 30 วนิาที) annealing 
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step (52 ºC 30 วนิาที) และ  extension step (72 ºC, 60 วนิาที) น า PCR products ไป purify โดยใช ้
Gel/PCR DNA fragment extraction kit (Geneaid, Qiagen, Taiwan) ตามคู่มือ แลว้ส่งวเิคราะห์
ล าดบัเบส  และประเมินผลดว้ยโปรแกรม CHROMAS PRO version 1.5 (Technelysium, South 
Brisbane, QLD, Australia) เทียบล าดบัเบสในฐานขอ้มูลของ Genbank โดยใช ้NCBI-BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยเช้ือ W12 และ W48 ใช ้1308 และ 1310 basepairs ตามล าดบั  รวมทั้ง
สร้างแผนภูมิตน้ไมไ้ฟโลเจเนติกดว้ยวธีิหาระยะห่างแบบ Neighbour-joining (NJ) ดว้ย MEGA 
software package 6.0 และประเมินความน่าเช่ือถือของก่ิงดว้ยวธีิ bootstrap analysis 

7. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการก าจัดฟอสฟอรัสด้วย Response surface methodology (RSM) 

7.1 การออกแบบการทดลอง 

การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดใ้นการก าจดัฟอสฟอรัส
ในน ้าเล้ียงกุง้ โดยวางแผนแบบ  RSM และก าหนดชุดทดลองแบบ Central Composite Design 
(CCD) โดยท าการศึกษาในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ ปรับสภาพซ่ึง ปรับค่า sCOD ดว้ย  Sodium 
acetate (ประมาณ 100 มก./ล.  ซ่ึงเป็นค่าเฉล่ียท่ีวดัไดใ้นน ้าเล้ียงกุง้ ) และปรับค่าฟอสฟอรัส  ดว้ย 
Dipotassium phosphate (ประมาณ 10 มก./ล.) และทดสอบปัจจยั ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการบ าบดั  ไดแ้ก่ 
ปริมาณกลา้เช้ือ pH เร่ิมตน้และความเคม็ ซ่ึงทั้ง 3 ปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษาประกอบดว้ยปัจจยัละ 5 
ระดบั (ตารางท่ี 5) โดยแปรระดบัปัจจยัตามช่วงค่าท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกุง้ และเพื่อรักษา
ตน้ทุนการบ าบดัใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสมจึงเลือกใชป้ริมาณกลา้เช้ือสูงสุดเพียง 5% ในการ
ออกแบบ ทั้งน้ี จากจ านวนปัจจยัและระดบัปัจจยัดงักล่าวสามารถน าไปก าหนดชุดการทดลองได ้ 20 
ชุดการทดลองดงัตารางท่ี 6 และท าการทดลองตามชุดการทดลองท่ีได ้โดยเล้ียงเช้ือภายใต ้ 2 สภาวะ 
ไดแ้ก่ สภาวะมีอากาศ-ไร้แสง (เขยา่ท่ี 150 rpm) และสภาวะมีอากาศเล็กนอ้ย -มีแสง (ความเขม้แสง 
3,500 ลกัซ์) ท  าการเล้ียงโดยใช้เช้ือผสม W12 และ W48 อตัราส่วน 1:1 เป็นเวลา 48 ชม. แลว้จึงวดั
ปริมาณฟอสฟอรัสและไนเตรทท่ีลดลงดว้ย Test kit 
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ตารางท่ี 5 ปัจจยัและระดบัของแต่ละปัจจยัในการออกแบบการทดลองดว้ยวธีิ RSM โดยใช ้CCD 

ปัจจัย  ระดับ   

 -α -1 0 1 +α  
ปริมาณกลา้เช้ือ (Inoculum) (%v/v) 0.98 2 3.5 5 6.02  
ความเป็นกรดด่าง (pH) 5.32 6 7 8 8.68  
ความเคม็ (Salinity) (%) 0.32 1 2 3 3.68  

ตารางท่ี 6 จ านวนการทดลองทั้งหมดท่ีไดจ้ากการออกแบบดว้ย CCD 

Std Run Block Inoculum (%) Initial pH Salinity (%) 
18 1 1 3.50 7.00 2.00 
10 2 1 6.02 7.00 2.00 
16 3 1 3.50 7.00 2.00 
3 4 1 2.00 8.00 1.00 

11 5 1 3.50 5.32 2.00 
19 6 1 3.50 7.00 2.00 
13 7 1 3.50 7.00 0.32 
5 8 1 2.00 6.00 3.00 
7 9 1 2.00 8.00 3.00 
2 10 1 5.00 6.00 1.00 

20 11 1 3.50 7.00 2.00 
12 12 1 3.50 8.68 2.00 
15 13 1 3.50 7.00 2.00 
6 14 1 5.00 6.00 3.00 
9 15 1 0.98 7.00 2.00 

14 16 1 3.50 7.00 3.68 
1 17 1 2.00 6.00 1.00 
8 18 1 5.00 8.00 3.00 

17 19 1 3.50 7.00 2.00 
4 20 1 5.00 8.00 1.00 
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7.2 การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 

การวเิคราะห์ผลทางสถิติของขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองสามารถแสดง
ความสัมพนัธ์ของแต่ละปัจจยัดว้ยสมการท่ีเหมาะสมกบัขอ้มูลท่ีสุด ไดแ้ก่ สมการควอดราติกและคู
บิก (สมการท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั) ส าหรับการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทไดม้ากท่ีสุด 
Y = ᵦ0 + ᵦ1X1 + ᵦ2X2 + ᵦ3X3 + ᵦ11X1

2 + ᵦ22X2
2 + ᵦ33X3

2 + ᵦ12X1X2 + ᵦ13X1X3 + ᵦ23X2X3 
(สมการท่ี 1) 

Y = ᵦ0 + ᵦ1X1 + ᵦ2X2 + ᵦ3X3 + ᵦ11X1
2 + ᵦ22X2

2 + ᵦ33X3
2 + ᵦ12X1X2 + ᵦ13X1X3 + ᵦ23X2X3 +  

 ᵦ111X1
3 +  ᵦ222X2

3 + ᵦ333X3
3 + ᵦ123X1 X2 X3     (สมการท่ี 2) 

Y คือ ผลการตอบสนองท่ีท านายดว้ยสมการ ( 1 หรือ 2) ขณะท่ี X1 และ Xi คือ ตวั
แปรท่ีใชท้ดลอง ส่วน ᵦ0 คือ ค่าคงท่ีของสมการ ขณะท่ี ᵦ1 ᵦ2 และ ᵦ3 คือ ผลของปัจจยัเดียว ᵦ11 ᵦ22 

ᵦ33 คือ ผลของปัจจยัท่ีเพิ่มข้ึนเป็นสองเท่า ᵦ12 ᵦ13 ᵦ23 คือ ผลร่วมของระหวา่งปัจจยั ᵦ111 ᵦ222 ᵦ333 คือ 
ผลของปัจจยัท่ีเพิ่มข้ึนเป็นสามเท่า  ᵦ123 คือ ผลร่วมของทั้งสามปัจจยั  วเิคราะห์ค่าทางสถิติดว้ย
การศึกษาค่าความแปรปรวน (ANOVA) และค านวณค่าท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัในการลด
ฟอสฟอรัส และไนเตรทโดยใช้ Design-Expert software (version 6.0.2) (Stat-Ease Corporation, 
USA) 

7.3 การยนืยนัผลการทดลองทีไ่ด้จากการวเิคราะห์ด้วย CCD 

น าสภาวะท่ีเหมาะสมของการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทท่ีไดจ้ากการออกแบบ
โดยใช ้CCD มาทดสอบเพื่อยนืยนัผลการทดลอง โดย เล้ียงเช้ือผสม อตัราส่วน 1:1 ตามสภาวะท่ีได้
ในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ ปรับสภาพ และบ่ม สภาวะมีอากาศ-ไร้แสง และมีอากาศเล็กนอ้ย-มีแสง
เป็นเวลา 96 ชม. แลว้บนัทึกผลการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทเม่ือเร่ิมตน้และส้ินสุดการทดลอง  
หากผลการทดลองไม่เป็นไปตามผลท่ีคาดไว ้ใหท้  าการทดลองโดยเปล่ียนระดบัของปัจจยั ดงัน้ี 

7.3.1 การยนืยนัผลคร้ังที ่1 

  ก าหนดสภาวะการทดลอง โดยพิจารณา ลกัษณะท่ีเหมาะสมจากชุดการทดลอง 
CCD และตน้ทุนในการบ าบดั ร่วมกบัความสามารถของเช้ือในการลดฟอสฟอรัสไดใ้นส่ิงแวดลอ้ม
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ท่ีมีความเคม็สูง และสภาวะแวดลอ้มการเจริญของกุง้ สามารถก าหนดสภาวะ ได ้3 ชุดการทดลอง 
ไดแ้ก่ 
 ชุดการทดลองท่ี 1 ปริมาณกลา้เช้ือ 6% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 1.50% 
 ชุดการทดลองท่ี 2 ปริมาณกลา้เช้ือ 4% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 1.50% 
 ชุดการทดลองท่ี 3 ปริมาณกลา้เช้ือ 5% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 2.50% 

 ท าการทดลองโดย ใส่เช้ือผสม อตัราส่วน 1:1 ตามสภาวะขา้งตน้ในน ้าเล้ียงกุง้
ปราศจากเช้ือ บ่มในสภาวะมีอากาศ ไร้แสงเป็นเวลา 96 ชม. แลว้บนัทึกผลการลดฟอสฟอรัสและ
ไนเตรทเม่ือเร่ิมตน้และส้ินสุดการทดลอง 

7.3.2 การยนืยนัผลคร้ังที ่2 

ก าหนดชุดการทดลองโดยปรับ pH เร่ิมตน้ เป็น 3 ระดบั ไดแ้ก่ 7.0 7.3 และ 7.5 ใช้
เช้ือผสมเป็นกลา้เช้ือปริมาณ 5% ในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือปรับสภาพ โดยใช ้Sodium acetate และ 
Dipotassium phosphate ปรับค่า sCOD ประมาณ 100 มก./ล. และค่าฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. 
ตามล าดบั และความเคม็ 2.50% บ่มในสภาวะมีอากาศ ไร้แสงเช่นเดิม เป็นเวลา 96 ชม. แลว้บนัทึก
ผลการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทเม่ือเร่ิมตน้และส้ินสุดการทดลอง 

7.3.3 การยนืยนัผลคร้ังที ่3 

  เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัสภาพจริงของการบ าบดัมากท่ีสุด ท าการเล้ียงเช้ือ ทั้งใน
สภาวะเชิงเด่ียว และเช้ือผสม อตัราส่วน 1:1 ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพท่ีเติมเช้ือ (treatment set) 
โดยใช ้Sodium acetate, Dipotassium phosphate และ Sodium nitrate ปรับค่า sCOD ประมาณ 100 
มก./ล. ค่าฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. และค่าไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล. ตามล าดบัใช้สภาวะ
ไดแ้ก่ ปริมาณกลา้เช้ือ 5%  pH 7.50 และความเคม็ 2.50% โดยมีชุดควบคุมท่ีไม่เติม กลา้เช้ือ ไดแ้ก่ 
น ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ (native control) เหมือนกบัชุด ท่ีเติมกลา้เช้ือ ท าการเล้ียงเช้ือในสภาวะมี
อากาศ ไร้แสง โดยวดัปริมาณฟอสฟอรัสและไนเตรทท่ีลดลงดว้ย  Test kit รวมทั้งค่า pH EC และ 
ORP (Oxidation reduction potential; redox potential ดว้ย ORP meter) ท่ีเวลา 0 ชม. และ 96 ชม. 
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8. การหาศักยภาพของเช้ือในการก าจัดฟอสฟอรัสในน า้เลีย้งกุ้ง 

8.1 การหาศักยภาพของเช้ือภายในเวลา 96 ชม. 

 ท าการเล้ียงเช้ือผสม A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 (อตัราส่วน 1:1) 
ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ  (sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. ไนเตรท 
ประมาณ 50 มก./ล.) และก าหนดสภาวะท่ีเหมาะสมตามการ ยนืยนัผลคร้ังท่ี 3 (ปริมาณกลา้เช้ือ 5% 
pH 7.50 และความเคม็ 2.50%) เช่นเดิม โดยมีชุดควบคุม คือ น ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพท่ีไม่เติม กลา้
เช้ือ (native control) เล้ียงเช้ือในสภาวะมีอากาศ ไร้แสง โดย วเิคราะห์พารามิเตอร์  ไดแ้ก่  ปริมาณ
ฟอสฟอรัส ไนเตรท  ไนไตรท์ แอมโมเนียม sCOD pH EC และ ORP ท่ีเวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 
ชม. 

8.2 การหาศักยภาพของเช้ือภายในเวลา 24 ชม. 

 ท าการเล้ียงเช้ือผสม A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 (ในอตัราส่วน 
1:1) ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ (sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. ไนเต
รท ประมาณ 50 มก./ล.) และก าหนดสภาวะ (ปริมาณกลา้เช้ือ 5% pH 7.50 และความเคม็ 2.50%) 
เช่นเดิม โดยมีชุดควบคุม คือ น ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพท่ีไม่เติม กลา้เช้ือ (native control) เล้ียงเช้ือใน
สภาวะมีอากาศ ไร้แสง โดยวเิคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัส ไนเตรท  แอมโมเนียม sCOD pH EC และ 
ORP นอกจากน้ี ท าการนบัจ านวนเซลลด์ว้ยวธีิ spread plate และตรวจจบัการสะสม  Poly-P โดย
เปล่ียนวธีิการยอ้มสีดว้ย Methylene blue เป็นการยอ้มดว้ยสี DAPI staining ท่ีเวลา 0, 6, 12,18 และ 
24 ชม.  

9. การวเิคราะห์ข้อมูล 

ท าการทดลอง 3 ซ ้ า เวน้แต่มีการระบุไวเ้ป็นอยา่งอ่ืน และ กรณีท่ีไม่ไดใ้ช ้RSM ท า
การวเิคราะห์ขอ้มูลโดยใช ้One way ANOVA และวเิคราะห์ความแตกต่างของขอ้มูลโดยใช ้Duncan 
multiple range test ดว้ยโปรแกรม SPSS 11.5 (Lead Technologies, Armonk, NY, USA) เพื่อ
ทดสอบความแตกต่างของพารามิเตอร์ในการทดลองแต่ละชุด 
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บทที ่3 

ผลการทดลอง และวจิารณ์ผลการทดลอง 

1. คุณลกัษณะตัวอย่างน า้และตะกอนดินบ่อกุ้งส าหรับการแยกเช้ือ 

จากการเก็บตวัอยา่งน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้จงัหวดัพงังาและสงขลา 
จ านวน 15 บ่อ แลว้น าตวัอยา่งมาวดัพารามิเตอร์ท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ ฟอสฟอรัส  pH ความเคม็ และค่า
การน าไฟฟ้าดงัแสดงใน ตารางท่ี 7 พบวา่ ค่าฟอสฟอรัสเฉล่ียในน ้าเล้ียงกุง้ คือ 3.99 ± 0.92 มก./ล. 
โดยมีความแตกต่างกนัมาก ค่าเฉล่ียความเป็นกรดด่างในตวัอยา่งน ้าเป็นเบสเล็กนอ้ย (7.24 ± 0.20) 
ขณะท่ีค่าเฉล่ียความเป็นกรดด่างในตวัอยา่งดินมีค่าต ่ากวา่ โดยมีสภาพเป็นกรดเล็กนอ้ย  (6.76  ± 
1.06) และกระจายในช่วงกวา้ง ขณะท่ีค่าการน าไฟฟ้าซ่ึงแสดงประจุของสารอาหารท่ีละลายใน
ตวัอยา่งของน ้าและดินมีความแตกต่างกนัมาก โดยมีค่าเฉล่ีย 27.99  ± 11.06 และ 19.33 ± 14.51 เดซิ
ซีเมนต่อเมตรในตวัอยา่งน ้าและตวัอยา่งดินตามล าดบั และในตวัอยา่งน ้ามีค่าความเคม็เฉล่ีย 2.2  ± 
1.1% 

ตารางท่ี 7 คุณลกัษณะของน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้ท่ีใชแ้ยกเช้ือ PNSB จากจงัหวดัพงังา
และสงขลา 

พารามิเตอร์ 
น า้เลีย้งกุ้ง ตะกอนดิน 

ค่าเฉลีย่ ± SD (พสัิย) ค่าเฉลีย่ ± SD (พสัิย) 

ฟอสฟอรัส (มก./ล.) 3.99 ± 0.92 (< 0.5 – 5.3) nd nd 

ความเป็นกรด-เบส 7.24 ± 0.20 (6.31 - 7.60) 6.76 ± 1.06 (3.79 - 8.11) 
ค่าการน าไฟฟ้า 
(เดซิซีเมนต/์เมตร) 

27.99 ± 11.06 (10.13 - 46.20) 19.33 ± 14.51 (0.82 - 79.32) 

ความเคม็ (%)  2.2 ± 1.1 (1.0-4.2) nd nd 
ค่าท่ีแสดง คือ ค่าเฉล่ียจาก  15 ตวัอยา่ง และ standard deviation (SD), nd = not determined (ไม่ได้
ท าการศึกษา) 

เม่ือพิจารณาพารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีตรวจวดัในตวัอยา่งน ้าจากบ่อเล้ียงกุง้ดงั ตารางท่ี 7 
พบวา่ ค่า pH และความเคม็อยูใ่นช่วงมาตรฐานคุณภาพน ้าเล้ียงท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงกุง้
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น ้าเคม็ในประเทศไทย (TAS-7401-2009; FAO 2016) และสอดคลอ้งตามค าแนะน าคุณภาพน ้าเล้ียง
กุง้ของงานวจิยั (Thongrak, Prato, Chiayvareesajja, & Kurtz, 1997) โดยค่า pH ท่ีเหมาะสมในการ
เล้ียงกุง้อยูใ่นช่วงระหวา่ง  7.0 – 8.3 และมีความเคม็ระหวา่ง 0.05 – 3.50% อยา่งไรก็ตาม จากการ
ตรวจวดัพารามิเตอร์ในงานวจิยัน้ีช้ีชดัวา่ ฟอสฟอรัสท่ีวดัไดมี้ปริมาณสูงกวา่ระดบัมาตรฐานซ่ึงควร
มีค่านอ้ยกวา่ 0.1 มก./ล. (Thongrak et al., 1997) นอกจากน้ีระดบัฟอสฟอรัสท่ีตรวจวดัไดมี้ปริมาณ
สูงกวา่ค่าฟอสฟอรัสท่ีสูงเกินมาตรฐานท่ีเคยตรวจวดัไดจ้ากน ้าทิ้งจากบ่อกุง้ใน Gila Bend ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  (McIntosh & Fitzsimmons, 2003) โดยรายงานระดบัฟอสฟอรัสท่ีสูงเฉล่ีย 0.33 มก./
ล. ซ่ึงอยูใ่นช่วงระหวา่ง 0.06 – 0.78 มก./ล. ทั้งน้ี การพบค่าฟอสฟอรัสท่ีสูงอาจเกิดจากการให้
อาหารกุง้ในปริมาณมากเกินจ าเป็น หรือการใชปุ๋้ยส าหรับน ้าเล้ียงใหม่ รวมถึงการใชน้ ้าเล้ียงกุง้
หมุนเวยีนซ่ึงมีธาตุอาหารตกคา้งในปริมาณมาก (Anh, Kroeze, Bush, & Mol, 2010; Herbeck et al., 
2013; Thomas, Courties, El Helwe, Herbland, & Lemonnier, 2010) 

2. การแยกเช้ือในน า้และตะกอนดินจากบ่อเลีย้งกุ้ง 

จากการเก็บตวัอยา่งน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้จงัหวดัพงังา จ านวน 15 บ่อ
แลว้น ามาแยกเช้ือ PNSB โดยใชอ้าหาร GA ท่ีเติม  NaCl 1.5% พบวา่ PNSBในน ้าเล้ียงกุง้และ
ตะกอนดินสามารถเจริญในหลอดทดลอง แลว้ท าให้ บริสุทธิไดท้ั้งหมด 83 ไอโซเลท ประกอบดว้ย
ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากน ้า 68 ไอโซเลทคิดเป็น 81.93% ซ่ึงแยกมาจากตวัอยา่งน ้าจ  านวน 45 ตวัอยา่ง 
(เฉล่ีย 3 ไอโซเลท/2 ตวัอยา่ง) และ15 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากตะกอนดิน 45 ตวัอยา่ง คิดเป็น 18.07% 
(เฉล่ีย 3 ไอโซเลท/10 ตวัอยา่ง) ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 8 

ตารางท่ี 8 PNSB ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งน ้าและตะกอนดินจากบ่อเล้ียงกุง้จงัหวดัพงังาและสงขลา 

ชนิดของตัวอย่าง 
จ านวนไอโซเลททีแ่ยกได้ 

พงังา (2 อ าเภอ) สงขลา (2 อ าเภอ) รวม 
น ้า (n = 45) 47 21 68 
ตะกอนดิน (n = 45) 13 2 15 

รวม (n = 90) 60 23 83 
 n = จ านวนตวัอยา่ง 
 จงัหวดัพงังา ประกอบดว้ย อ าเภอเมือง และอ าเภอตะกัว่ป่า 
 จงัหวดัสงขลา ประกอบดว้ย อ าเภอระโนด และอ าเภอเทพา 
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  ตามปกติ  PNSB พบกระจายทัว่ไปในพื้นท่ีต่างๆ เช่น น ้าจืด น ้าทะเล ดิน น ้าเสีย 
(Liang et al., 2010; Mukkata et al., 2015; Nunkaew, Kantachote, Nitoda, & Kanzaki, 2015) จาก
ผลการแยกแบคทีเรีย PNSB จากบ่อเล้ียงกุง้ดงัตารางท่ี 8 ช้ีใหเ้ห็นวา่ แบคทีเรีย PNSB ส่วนใหญ่แยก
ไดจ้ากน ้าเล้ียงกุง้ โดยพิจารณาจากจ านวนไอโซเลทท่ีมากกวา่ต่อตวัอยา่ง คิดเป็น 81.93% โดยผล
การศึกษาสอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อนหนา้ของ (Mukkata et al., 2015) ทั้งน้ี สาเหตุท่ีแยก PNSB ได้
นอ้ยในดินเกิดจากผลของความขุ่นในล าน ้า และระยะห่างระหวา่งตะกอนดินและผวิน ้า ท าใหปิ้ด
กั้นแสงอาทิตยไ์ม่ใหส่้องผา่นไปถึงตะกอนดินบริเวณกน้บ่อ จึงพบ PNSB ไดน้อ้ย 

3. การคัดเลอืกเช้ือ PNSB ทีม่ีศักยภาพในการก าจัดฟอสฟอรัสในน า้เลีย้งกุ้ง 

3.1 ลกัษณะตัวอย่างน า้ทีใ่ช้ส าหรับการคัดเลอืกเช้ือ 

  ตารางท่ี 9 แสดงพารามิเตอร์ท่ีวดัไดจ้ากตวัอยา่งน ้าเล้ียงจากบ่อกุง้ส าหรับการ
คดัเลือกเช้ือ ซ่ึงแสดงค่าเฉล่ียของฟอสฟอรัส ไนเตรท ไนไตรท ์และแอมโมเนียม ไดแ้ก่  3.45 ± 
1.45, 10.84 ± 2.70, 0.026 ± 0.009 และ 1.31 ± 0.75มก./ล. ตามล าดบั ขณะท่ีค่า  pH มีค่า 7.57 ± 0.50 
ค่าการน าไฟฟ้า 20.63 ± 5.55 เดซิซีเมนต่อเมตร และค่าความเคม็ 1.95 ± 0.65 % ซ่ึงค่าเหล่าน้ีไม่มี
ความแตกต่างจากตวัอยา่งน ้าท่ีใชใ้นการแยกเช้ือดงัแสดงใน ตารางท่ี 7 ส าหรับ sCOD มีค่าเฉล่ีย  
32.25 ± 34.05 มก./ล. กล่าวไดว้า่น าเล้ียงกุง้ท่ีน ามาศึกษามีค่าฟอสฟอรัสอยูใ่นเกณฑท่ี์สูง 
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ตารางท่ี 9 คุณภาพน ้าเล้ียงกุง้จากบ่อเล้ียงจ านวน 12 บ่อในจงัหวดัพงังาและสงขลา  เปรียบเทียบกบั
มาตรฐานคุณภาพน ้าเล้ียงท่ีเหมาะสมเพื่อการผลิตกุง้ทะเล 

พารามิเตอร์ 
น า้เลีย้งกุ้ง 

มาตรฐาน 
ค่าเฉลีย่ ± SD ช่วง 

ฟอสฟอรัส (มก./ล.)* 3.45 ± 1.45 (<0.5 – 5.3) < 0.1a 
ไนเตรท (มก./ล.) 10.84 ± 2.70 (8.86 - 15.68) < 60b 
ไนไตรท ์(มก./ล.) 0.026 ± 0.009 (0.020 - > 0.400) < 1b 
แอมโมเนียม (มก./ล.) 1.31 ± 0.75 (0.41 - 2.49) ม.ป. 
ความเป็นกรด-เบส 7.57 ± 0.50 (6.77 - 8.36) 7.0 - 8.3 b 
ค่าซีโอดีละลายน ้า (มก./ล.) 26.00 ± 25.43 (< 10 - 83) ม.ป. 
ค่าการน าไฟฟ้า (เดซิซีเมนต/์เมตร) 20.63 ± 5.55 (12.63 - 30.50) ม.ป. 
ความเคม็ (%) 1.95 ± 0.65 (1.0 - 3.2) 0.05 - 3.5 b 

ม.ป. = ไม่ปรากฏ 
* = ฟอสฟอรัส วดัค่าในรูปออร์โธฟอสเฟต (PO4-P) 
a = Thongrak และคณะ (1997) 
b = Thai Agricultural Standard of good aquaculture practices for marine shrimp farm 
(TAS-7401-2009) 

3.2 การคัดเลอืกเช้ือขั้นเบือ้งต้น 

จากการน า PNSB ทั้งหมดท่ีแยกไดจ้  านวน 83 ไอโซเลท จากตวัอยา่งน ้าเล้ียงกุง้
และตะกอนดินมาคดัเลือกขั้นเบ้ืองตน้โดยการทดสอบการเจริญในอาหาร GA ท่ีเติม 1.5% NaCl 
ภายใต ้2 สภาวะ (มีอากาศเล็กนอ้ย-มีแสงและมีอากาศ-ไร้แสง) พบวา่ แบคทีเรียส่วนใหญ่เจริญ ไดดี้
ภายใตส้ภาวะมีอากาศไร้แสงโดยมีค่า OD660> 1.0 จ านวน 51 ไอโซเลท (61.45%) และมีเพียง 42 ไอ
โซเลท (50.60%) ท่ีมีค่า OD660> 1.0 ภายใตส้ภาวะมีอากาศเล็กนอ้ยมีแสง ดงัแสดงใน รูปท่ี 1 ดงันั้น 
จึงน าแบคทีเรียท่ีเจริญดีทั้ง 2 สภาวะจ านวนทั้งส้ิน  42 ไอโซเลทมาศึกษาการเจริญในน ้าเล้ียงบ่อกุง้
ในการคดัเลือกเช้ือขั้นท่ี 2 ต่อไป 
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รูปท่ี 1 จ านวน PNSB ท่ีเจริญในอาหาร GA ท่ีเติม 1.5% NaCl ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสงและ
สภาวะมีอากาศเล็กนอ้ย-มีแสง เป็นเวลา 48 ชม. 

3.3 การคัดเลอืกเช้ือขั้นที ่2 

  จากการน า PNSB จ านวน  42 ไอโซเลทท่ีผา่นการคดัเลือกเบ้ืองตน้มาศึกษาการ
เจริญในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ ดงัแสดงในรูป 2 พบวา่ แบคทีเรียทั้งหมดเจริญโดยมีค่า OD660 นอ้ย
กวา่ 0.5 ทั้ง 2 สภาวะ ทั้งน้ี แบคทีเรีย ไอโซเลท W12 และ W48 แสดงค่าการเจริญสูงสุด (OD660≈ 
0.2) ดงันั้นจึงน า PNSB ทั้ง 2 ไอโซเลทมาทดสอบความสามารถในการลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้
ปราศจากเช้ือต่อไป และจากผลการทดลองแสดงวา่น ้าเล้ียงกุง้ ท่ีน ามาศึกษามีสารอาหารส าหรับการ
เจริญต ่ากวา่อาหาร GA ท่ีเติม 1.5% NaCl 
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รูปท่ี 2 จ านวน PNSB ท่ีเจริญในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือโดยใชก้ลา้เช้ือ 10% บ่มภายใตส้ภาวะมี
อากาศไร้แสงและ สภาวะมีอากาศเล็กนอ้ยมีแสงเป็นเวลา 7 วนั 

3.4 การคัดเลอืกเช้ือขั้นที ่3 

รูปท่ี 3 แสดงเปอร์เซ็นตก์ารลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือภายใตท้ั้ง 2 
สภาวะท่ีเวลา 7 วนัของการเล้ียง  โดยใช ้PNSB ท่ีคดัเลือกไดท้ั้ง 2 ไอโซเลท (W12 and W48) ทั้งน้ี 
ไอโซเลท W12 แสดงเปอร์เซ็นตก์ารลดฟอสฟอรัสสูงสุด คือ 56.69 ± 0.17% ภายใตส้ภาวะมี
อากาศ-ไร้แสงตามดว้ยไอโซเลท  W48 สามารถลดฟอสฟอรัสได ้55.00 ± 0.04% ภายใตส้ภาวะมี
อากาศเล็กนอ้ย -มีแสง และ 52.14 ± 0.40% ภายใตส้ภาวะมีอากาศ -ไร้แสง แต่ทั้งน้ี ไม่มีความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p > 0.05) ในขณะท่ีเช้ือไอโซเลท W12 สามารถลดฟอสฟอรัสได้
ต ่าสุด คือ 45.67 ± 1.06% ภายใตส้ภาวะมีอากาศเล็กนอ้ย -มีแสง ทั้งน้ี ในชุดควบคุมปราศจากเช้ือ 
(abiotic control) พบการหายไปของฟอสฟอรัสเล็กนอ้ย (2.54 ± 0.06% และ 3.28 ± 0.06% ภายใต้
สภาวะมีอากาศเล็กนอ้ย -มีแสง และสภาวะมีอากาศ -ไร้แสง ตามล าดบั ) นอกจากน้ี ค่า pH เพิ่มข้ึน
อยา่งมาก จาก 6.90 เป็น 8.22 เม่ือส้ินสุดการทดลอง รวมทั้งในชุดควบคุม ปราศจากเช้ือ ดงันั้น จาก
ผลการศึกษาจึงยงัคงคดัเลือก PNSB ทั้ง 2 ไอโซเลทซ่ึงไดแ้ก่ W12 และ W48 โดยแยกไดจ้าก
ตวัอยา่งน ้าเล้ียงกุง้จากอ าเภอเมือง จงัหวดัพงังา และอ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา ตามล าดบั เพื่อ
น าไปใชเ้ป็นเช้ือผสมในการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการลดฟอสฟอรัสต่อไป 
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รูปท่ี 3 ประสิทธิภาพการลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือภายใตส้ภาวะมีอากาศไร้แสงและ 
สภาวะมีอากาศเล็กนอ้ยมีแสงเป็นเวลา 7 วนั โดย PNSB ท่ีคดัเลือกได้  โดยตวัอกัษรพิมพใ์หญ่ท่ี
แตกต่างกนับนกราฟแท่งแสดงความแตกต่างระหวา่งชุดการทดลอง 3 ชุด (ชุดควบคุม , ชุดการ
ทดลองท่ีใส่เช้ือ W12 และ  W48); ขณะท่ีความแตกต่างของอกัษรพิมพเ์ล็กแสดงความแตกต่าง
ระหวา่ง 2 สภาวะในแต่ละชุดการทดลอง คือ ชุดควบคุม (abiotic ปราศจากเช้ือ ) และชุดการทดลอง 
ท่ี p < 0.05 

  เม่ือส้ินสุดการทดลองน าตวัเซลลไ์ปยอ้มสีดว้ย Methylene blue เพื่อติดตาม poly-p 
ท่ีสะสมภายในเซลล ์โดย Methylene blue มีความจ าเพาะกบั poly-p และติดสีม่วงอมชมพ ูและตวั
เซลลติ์ดสีฟ้าอ่อน ดงัแสดงใน รูปท่ี  4 ทั้งน้ี เซลลท่ี์ยอ้มในสภาวะมีอากาศ-ไร้แสง และมีอากาศ
เล็กนอ้ย-มีแสง ไม่มีความแตกต่างกนั  
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รูปท่ี 4 การยอ้ม polyphosphate ดว้ยสี methylene blue ของ PNSB 2 ไอโซเลท (A) W12 และ (B) 
W48 ท่ีบ่มในสภาวะมีอากาศไร้แสง โดยหวัลูกศรแสดง poly-p ภายในเซลล ์
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  จากผลการศึกษาการคดัเลือกเช้ือทั้ง 3 ขั้นตอน พบวา่ ไอโซเลท PNSB ท่ีคดัแยก
ไดส้ามารถเจริญในน ้าเล้ียงกุง้ แมว้า่การเจริญไม่สูง (รูปท่ี 2) ทั้งน้ี อาจเน่ืองจากการมีธาตุอาหารอยู่
นอ้ยในน ้าเล้ียง แต่อยา่งไรก็ตาม ไอโซเลทดงักล่าวสามารถน ามาใชใ้นบ่อเล้ียงกุง้ ได้ โดยทั้ง 2 ไอ
โซเลทมีประสิทธิภาพค่อนขา้งสูงในการลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้โดย ยงัไม่มีการศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสม (รูปท่ี 3) และเม่ือบ่มเช้ือในสภาวะมีอากาศ-ไร้แสง พบวา่ประสิทธิภาพการลดฟอสฟอรัส
สูงกวา่การบ่มเช้ือในสภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย อาจเน่ืองจากเช้ือชอบสภาวะ 
chemoorganotroph โดยใชส้ารประกอบอินทรียเ์ป็นแหล่งพลงังานและแหล่งคาร์บอน และใช้
ออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย (Kantachote et al., 2005; Liang et al., 2010; Nunkaew, 
Kantachote, Nitoda, & Kanzaki, 2012) อยา่งไรก็ตาม งานวจิยัเก่ียวกบัการน า PNSB มาใชใ้นการ
ลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงบ่อกุง้ยงัมีจ  านวนนอ้ย ดงันั้นจึงยกตวัอยา่งผลงานวจิยัอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งในการ
บ าบดัโดยใช ้PNSB เช่น ผลการวจิยัของ (Takeno, Sasaki, Watanabe, Kaneyasu & Nishio, 1999) 
ซ่ึงรายงานความสามารถของ Rhodobacter sphaeroides IL106 ในการลดฟอสฟอรัสในน ้าทิ้งจาก
ฟาร์มหอยนางรมไดเ้พียง 10% หลงัจากใชเ้ช้ือบ าบดัเป็นเวลา 7 วนั อยา่งไรก็ตาม งานวจิยัของ 
(Hülsen et al., 2014) ไดมี้การปรับสภาวะท่ีเหมาะสมและกระตุน้การเจริญโดยใชรั้งสีอินฟาเรด 
พบวา่ หลงัการบ าบดัโดยใชเ้ช้ือ PNSB เป็นเวลา 24 ชม. สามารถลดฟอสฟอรัสในน ้าทิ้ง
อุตสาหกรรมและน ้าทิ้งครัวเรือนไดสู้งถึง 88% ขณะท่ีงานวจิยัน้ีแสดงประสิทธิภาพการลด
ฟอสฟอรัสโดย PNSB ค่อนขา้งต ่า อาจเน่ืองจากในน ้าเล้ียงกุง้มีธาตุอาหารนอ้ยกวา่น ้าเสียอ่ืน อีกทั้ง
ไม่ไดท้  าการปรับสภาวะใดใดนัน่เอง 
  เป็นท่ีน่าสนใจวา่เช้ือท่ีผา่นการคดัเลือกสามารถลดฟอสฟอรัสไดป้ริมาณ
พอสมควรโดยไม่แสดงการเจริญท่ีสูง ทั้งน้ีเน่ืองจากเซลลถู์กเล้ียงในอาหาร GA ซ่ึงมีธาตุอาหารสูง
ก่อนถูกน ามาเล้ียงในน ้าเล้ียงกุง้ซ่ึงมีธาตุอาหารนอ้ยกวา่ ท าใหเ้ซลลถู์กเหน่ียวน าเขา้สู่สภาวะการอด
อยาก และตอบสนองโดยลดการเจริญและเพิ่มการสะสม poly-p เพื่อเป็นแหล่งพลงังานภายในเซลล ์
(Ault-Riché, Fraley, Tzeng, & Kornberg, 1998; Liang et al., 2010) ผลการทดลองทั้งหมดระบุวา่ 
PNSB ท่ีคดัเลือกได ้สามารถลดฟอสฟอรัสจากส่ิงแวดลอ้มแลว้สามารถน ามาสะสมในรูปแบบ 
poly-p (รูปท่ี 4; Hülsen et al., 2014; Liang et al., 2010) อยา่งไรก็ตาม การตรวจจบั poly-p โดยใช้
การยอ้มสีดว้ย Methylene blue ไม่สามารถแสดงแกรนูล poly-p ท่ีชดัเจน เน่ืองดว้ยผลของ
สารอินทรียจ์  านวนมากในน ้าเล้ียงกุง้ ดงัรูปท่ี 4 
  หลงัส้ินสุดการทดลอง พบวา่ pH เพิ่มข้ึนจาก 7.0 เป็น 8.2 โดยประมาณ ซ่ึงอยู่
ในช่วงท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกุง้ โดยค่า  pH ท่ีเพิ่มข้ึนในระบบการบ าบดัอาจเกิดจาก การน า
ฟอสฟอรัสเขา้สู่เซลล ์ (Serralta, Ferrer, Borras, & Seco, 2006) และการลดลงของสารอินทรียท่ี์
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ละลายอยูใ่นน ้า โดยกระบวนการ ammonification รวมทั้งความสามารถของ PNSB ในการน า CO2 
เขา้ไปใชภ้ายในเซลล์  (Cohen & Kirchmann, 2004; Hülsen et al., 2014; Kantachote et al., 2005) 
ทั้งน้ี ระดบั pH ท่ีสูงสามารถท าใหฟ้อสเฟตตกตะกอนเป็นแคลเซียมฟอสเฟต หรือ แมงกานีส
ฟอสเฟตท่ีไม่ละลายน ้า (Cohen & Kirchmann, 2004) ซ่ึงเป็นกระบวนการทางเคมีอยา่งหน่ึงท่ีช่วย
ลดฟอสฟอรัสในแหล่งน ้าธรรมชาติ ตามท่ีพบการลดลงของฟอสฟอรัสเล็กนอ้ยใน ชุดควบคุม
ปราศจากเช้ือ 

4. การเทยีบเคียงเช้ือกลุ่ม purple non-sulfur bacteria 

  จากผลการเทียบเคียงโดยใช ้ 16S rDNA sequence กบัฐานขอ้มูลใน NCBI Gene 
Bank และผลการสร้าง phylogenetic tree โดย MEGA 6 (รูปท่ี 5) ระบุวา่ เช้ือ PNSB ท่ีคดัเลือกได้
ทั้ง 2 ไอโซเลทไดแ้ก่ W12 (accession numbers KX823357) และ W48 (accession numbers 
KX823358) มีความคลา้ยคลึงกบั Afifella marina PTW25-1 และ  Rhodovulum sulfidophilum 
SRW1-5 ท่ีความคลา้ยคลึง 100 และ 99% ตามล าดบั 

 

รูปท่ี 5 แผนภูมิตน้ไมไ้ฟโลเจเนติก ของไอโซเลท  W12 and W48 โดยใช้วธีิหาระยะห่างแบบ 
Neighbour-joining (NJ) ดว้ย MEGA software package 6.0 เทียบกบัไอโซเลทอา้งอิงโดยใชล้ าดบั
เบส 16S rDNA และประเมินความน่าเช่ือถือของก่ิงดว้ยวธีิ bootstrap analysis 
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5. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการก าจัดฟอสฟอรัสด้วย Response surface methodology (RSM) 

5.1 ผลการทดลองทีไ่ด้จากการวเิคราะห์ด้วย CCD 

ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของเช้ือผสม ระหวา่ง A. marina W12 และ R. 
sulfidophilum W48 (อตัราส่วน  1: 1) ในการก าจดัฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้ โดยการออกแบบชุด
ทดลองดว้ย CCD แสดงดงัตารางท่ี 10 แลว้วเิคราะห์ค่าความแปรปรวน  (ANOVA) สามารถสรุปได้
ดงัตารางท่ี 11โดยใชโ้มเดลท่ีเหมาะสม ส าหรับขอ้มูลแต่ละชุด ไดแ้ก่ โมเดลคูบิกและควอดราติก
สามารถสร้างสมการความสัมพนัธ์ของปัจจยัทั้ง 3 ปัจจยั ซ่ึงไดแ้ก่ ปริมาณกลา้เช้ือ ( X1) pH เร่ิมตน้
(X2) และความเคม็ ( X3) ต่อผลการลดฟอสฟอรัส  (YP) ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ และสภาวะมี
แสง-มีอากาศเล็กนอ้ย ทั้งน้ี ค่านยัส าคญัทางสถิติของสมการโมเดลสามารถวเิคราะห์ไดด้ว้ยค่า F-
test โดยค่า F-values ท่ีสูงจะสามารถอธิบายความหลากหลายของขอ้มูลอยา่งเพียงพอและเป็นจริง
และจากสมการการลดฟอสฟอรัส ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ  (สมการท่ี 3) และการวเิคราะห์ค่า
ความแปรปรวนดงัตารางท่ี 11 พบวา่ โมเดลมีค่า  F-value เท่ากบั 9.91 ช้ีใหเ้ห็นวา่โมเดลมีนยัส าคญั 
และค่าความแปรปรวน (ANOVA) ของ Cubic model พบวา่ มีค่าสูงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ( P > F 
= 0.005) นอกจากน้ี เม่ือพิจารณาค่า Lack of fit F-value ของโมเดล พบวา่ มีค่า 1.29 ซ่ึงระบุถึงการ
ไม่มีความสัมพนัธ์กบัค่า pure error อยา่งมีนยัส าคญัโดยมีโอกาส 30.75%  ท่ี Lack of Fit F-value น้ี
จะเกิดข้ึนจากการรบกวน นอกจากน้ี ค่า lack of fit ไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.3075 จึง
คาดวา่โมเดลมีความ เหมาะสมกบัการทดลองน้ี อีกทั้งค่า coefficients of variation (R2) ซ่ึงมีค่า 
0.9555 แสดงวา่ ค่าท่ีท าการทดลองและค่าท่ีท านายจากโมเดลมีความใกลเ้คียงกนัมาก แม้ค่า 
adjusted R2 มีค่า 0.8591 ดงันั้น สมการ ท่ี 3 จึงมีความเหมาะสมในการท านายการลดฟอสฟอรัส 
และสามารถน าโมเดลของการลดฟอสฟอรัสในสภาวะไร้แสง-มีอากาศไปใชใ้นการวเิคราะห์
ความสัมพนัธ์ของแต่ละปัจจยัต่อการลดฟอสฟอรัสต่อไป 

YP = 13.18 - 1.22X1 - 16.25X2 + 5.15 X3 + 2.92 X1
2 - 2.80 X2

2 - 2.31 X3
2 + 5.56 X1X2 - 4.43 X1X3 

+  6.68 X2X3 + 3.77 X1
3 + 4.01 X2

3 - 3.72 X3
3 - 3.68 X1 X2 X3   (สมการท่ี 3) 

  ขณะท่ีสมการการลดฟอสฟอรัส ภายใต้สภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย แสดงดงั
สมการท่ี 4 และการวเิคราะห์ค่าความแปรปรวนดงัตารางท่ี 11 พบวา่โมเดลควอดราติกมีค่า F-value 
เท่ากบั 5.00 ช้ีใหเ้ห็นวา่ โมเดลมีนยัส าคญั และค่าความแปรปรวน (ANOVA) ของ Quadratic model 
พบวา่ โมเดลมีนยัส าคญัทางสถิติ (P > F< 0.05) และค่า R2 มีค่าสูงเท่ากบั 0.8180 แต่อยา่งไรก็ตาม 
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ค่า Lack of fit มีนยัส าคญัทางสถิติ โดยมีค่า < 0.0001 แสดงวา่ โมเดลไม่มีความ เหมาะสมกบัการ
ทดลอง ดงันั้น จึงไม่น าโมเดลของการลดฟอสฟอรัสในสภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ยมาพิจารณา
ในการทดลอง 

YP = -123.49 + 7.90X1 + 1.33 X2 - 0.062 X3 + 26.28 X1
2 + 52.41 X2

2 + 20.04 X3
2 + 4.08 X1 X2 - 

5.39 X1X3 + 0.61 X2 X3        (สมการท่ี 4) 
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ตารางท่ี 10 ผลการออกแบบการทดลองโดยใช ้CCD ในการลดฟอสฟอรัส หลงัการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้
โดยใชเ้ช้ือผสม A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 ท่ีอตัราส่วน 1: 1 ภายใตส้ภาวะไร้แสง-
มีอากาศ และสภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย เป็นเวลา 48 ชม. 

Standard Run 
no. 

%Inoculum pH %Salinity Phosphorus removal (%) 
order (X1) (X2) (X3) Aerobic-dark† Microaerobic-light* 

 
    

Actual Predicted Actual Predicted 
1 17 2.00 6.00 1.00 32.00 30.75 -19.96 -34.64 
2 10 5.00 6.00 1.00 27.45 26.20 1.47 -16.22 
3 4 2.00 8.00 1.00 -24.32 -25.57 -14.19 -41.37 
4 20 5.00 8.00 1.00 8.11 6.86 10.81 -6.63 
5 8 2.00 6.00 3.00 23.00 21.75 3.08 -25.22 
6 14 5.00 6.00 3.00 15.48 14.23 -9.79 -28.34 
7 9 2.00 8.00 3.00 8.11 6.86 -1.46 -29.50 
8 18 5.00 8.00 3.00 8.11 6.86 14.76 -16.30 
9 15 0.98 7.00 2.00 3.80 5.57 -98.81 -62.47 

10 2 6.02 7.00 2.00 35.51 37.28 -64.23 -35.89 
11 5 3.50 5.32 2.00 11.76 13.53 -2.57 22.50 
12 12 3.50 8.68 2.00 -4.76 -2.99 -12.66 26.96 
13 7 3.50 7.00 0.32 13.92 15.69 -90.45 -66.72 
14 16 3.50 7.00 3.68 -4.15 -2.38 -107.88 -66.93 
15 13 3.50 7.00 2.00 15.32 13.18 -118.60 -123.49 
16 3 3.50 7.00 2.00 6.49 13.18 -123.18 -123.49 
17 19 3.50 7.00 2.00 14.45 13.18 -122.30 -123.49 
18 1 3.50 7.00 2.00 12.61 13.18 -122.19 -123.49 
19 6 3.50 7.00 2.00 9.91 13.18 -121.40 -123.49 
20 11 3.50 7.00 2.00 20.89 13.18 -122.20 -123.49 

† = Cubic model  * = Quadratic model - = ค่าการเพิ่มข้ึนเม่ือส้ินสุดการทดลอง 
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ตารางท่ี 11 การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของโมเดล ส าหรับค่าการลดฟอสฟอรัส ในน ้า
เล้ียงกุง้จากการใชเ้ช้ือผสม (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48) อตัราส่วน 1:1 ภายใต้
สภาวะไร้แสง-มีอากาศ และสภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย เป็นเวลา 48 ชม. 

Source Sum of 
squares 

DF Mean 
square 

F-
Value 

Prob > F R2 Adj R2 

Aerobic-dark condition† 
 

Model 3278.87 13 252.22 9.91 0.0050 0.9555 0.8591 
Residual 152.63 6 25.44 

   
 

Lack of Fit 31.30 1 31.30 1.29 0.3075 not significant 
Pure Error 121.33 5 24.27 

   
 

Corrected total 3431.50 19 

    

 

Microaerobic-light condition* 
 

Model 49739.23 9 5526.58 5.00 0.0096 0.8180 0.6543 
Residual 11063.81 10 1106.38 

   
 

Lack of Fit 11051.09 5 2210.22 868.92 < 0.0001 significant 
Pure Error 12.72 5 2.54 

   
 

Cor Total 60803.04 19       

 

 

† = Cubic model  * = Quadratic model 
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  นอกจากน้ีไดท้  าการวดัผลการลดไนเตรทจากชุดการทดลองเดียวกนั สามารถสร้าง
สมการการลดไนเตรท (YN) ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ (สมการท่ี 5) และผลการลดไนเตรทของ
ทั้ง 20 ชุดการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 12 และค่าความแปรปรวน  (ANOVA) แสดงดงัตารางท่ี 13
จากสมการโมเดลคูบิกมีค่า F-value เท่ากบั 4.08 ซ่ึงระบุไดว้า่โมเดลมีนยัส าคญั ส าหรับค่า  ANOVA 
แสดงค่า P > F มีค่านอ้ยกวา่  0.05 ช้ีใหเ้ห็นวา่ Cubic model มีนยัส าคญั นอกจากน้ี ค่า coefficients 
of variation (R2) ซ่ึงมีค่าสูงถึง 0.8984 แต่ค่า adjusted R2มีค่าแตกต่างกนัมากซ่ึงมีค่าเพียง  0.6783 
และเม่ือพิจารณาค่า Lack of fit F-value ของโมเดล ซ่ึงมีค่า 68.33 และพบการมีนยัส าคญัของ Lack 
of fit (P > F = 0.0004) แสดงวา่โมเดลไม่มีความ เหมาะสมกบัการทดลองน้ีดงันั้น จึงไม่น าโมเดล
ของการลดไนเตรทภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ มาพิจารณาในการทดลอง 

YN = 34.29 + 25.65X1 + 55.05X2 - 15.52X3 - 6.24X1
2 - 3.08X2

2 -14.18X3
2 -10.76X1X2 - 2.98X1X3 

+  0.068X2X3 -13.45X1
3 - 22.36X2

3 + 1.37X3
3 + 15.12X1 X2 X3     (สมการท่ี 5) 

  ขณะท่ีการศึกษาการลดไนเตรทภายใตส้ภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย  สามารถ
สร้างสมการไดด้งัสมการท่ี 6 ผลการลดไนเตรทจาก 20 ชุดการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 12  และค่า
ความแปรปรวน  (ANOVA) แสดงดงัตารางท่ี 13 จากสมการโมเดลมีค่า  F-value เท่ากบั 1.54 ซ่ึง
ระบุไดว้า่โมเดลไม่มีนยัส าคญั อีกทั้งค่า P > F มีค่ามากกวา่  0.05 ช้ีใหเ้ห็นวา่ Cubic model ไม่มี
นยัส าคญั และค่า Lack of fit F-value ของโมเดล ซ่ึงมีค่า 262.69 ระบุวา่ สมการน้ีขาดความ
เหมาะสมอยา่ง มีนยัส าคญัทางสถิติ อีกทั้งค่า R2และค่า adjusted R2 มีค่าต ่าและแตกต่างกนัมาก 
(0.7699 และ 0.2714 ตามล าดบั) ดงันั้น จึงไม่น าโมเดลของการลดไนเตรทภายใตส้ภาวะไร้แสง-มี
อากาศ มาพิจารณาในการทดลอง 

YN = 21.93 + 0.085X1 + 65.38X2 - 4.91X3 - 19.95X1
2 + 2.58X2

2 - 7.32X3
2 - 0.20X1X2 - 0.55X1X3 +  

7.68X2X3 + 0.27X1
3 - 23.06X2

3 + 0.085X3
3 - 2.87X1 X2 X3    (สมการท่ี 6) 
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ตารางท่ี 12 การใช ้CCD ดว้ย cubic model แสดงค่าจริงและค่าท านายของการ ลดไนเตรท หลงัการ
บ าบดัน ้าเล้ียงกุง้โดยใชเ้ช้ือ  A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 (อตัราส่วน 1:1) ภายใต้
สภาวะไร้แสง-มีอากาศ และสภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย เป็นเวลา 48 ชม. 

Standard Run 
no. 

 

%Inoculum pH %Salinity Nitrate removal (%) 
order (X1) (X2) (X3) Aerobic-dark Microaerobic-light 

 
   

Actual Predicted Actual Predicted 
1 17 2.00 6.00 1.00 -58.86 -48.74 -48.64 -30.81 
2 10 5.00 6.00 1.00 23.27 33.38 -52.16 -34.33 
3 4 2.00 8.00 1.00 58.16 68.28 15.31 33.13 
4 20 5.00 8.00 1.00 36.73 46.85 22.45 40.27 
5 8 2.00 6.00 3.00 -51.08 -40.97 -78.29 -60.47 
6 14 5.00 6.00 3.00 -41.38 -31.27 -72.54 -54.72 
7 9 2.00 8.00 3.00 5.71 15.83 27.86 45.68 
8 18 5.00 8.00 3.00 32.86 42.97 21.32 39.15 
9 15 0.98 7.00 2.00 51.80 37.50 -10.71 -35.92 

10 2 6.02 7.00 2.00 10.07 -4.23 -7.86 -33.06 
11 5 3.50 5.32 2.00 53.68 39.38 54.17 28.96 
12 12 3.50 8.68 2.00 26.09 11.79 54.68 29.47 
13 7 3.50 7.00 0.32 28.06 13.76 34.29 9.08 
14 16 3.50 7.00 3.68 -11.09 -25.39 18.57 -6.63 
15 13 3.50 7.00 2.00 35.78 34.29 15.45 21.93 
16 3 3.50 7.00 2.00 33.56 34.29 16.35 21.93 
17 19 3.50 7.00 2.00 32.49 34.29 23.86 21.93 
18 1 3.50 7.00 2.00 31.43 34.29 18.57 21.93 
19 6 3.50 7.00 2.00 42.12 34.29 20.24 21.93 
20 11 3.50 7.00 2.00 25.43 34.29 28.46 21.93 

 - = ค่าการเพิ่มข้ึนเม่ือส้ินสุดการทดลอง 
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ตารางท่ี 13 การวเิคราะห์ความแปรปรวน ( ANOVA) ของ cubic models ส าหรับค่าการลดไนเตรท
จากการใชเ้ช้ือผสม (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน 1:1) ภายใตส้ภาวะไร้
แสง-มีอากาศ และสภาวะมีแสง-มีอากาศเล็กนอ้ย เป็นเวลา 48 ชม. 

Source Sum of 
squares 

DF Mean square F-Value Prob > F R2 Adj R2 

Aerobic dark condition 
 

Model 19444.07 13 1495.70 4.08 0.0471 0.8984 0.6783 
Residual 2198.92 6 366.49 

   
 

Lack of Fit 2048.98 1 2048.98 68.33 0.0004 significant 
Pure Error 149.94 5 29.99 

   
 

Cor Total 21642.99 19 

    

 

Microaerobic light condition 
 

Model 21706.56 13 1669.74 1.54 0.3081 0.7699 0.2714 
Residual 6487.02 6 1081.17 

   
 

Lack of Fit 6365.85 1 6365.85 262.69 < 0.0001 significant 
Pure Error 121.17 5 24.23 

   
 

Cor Total 28193.58 19       

 

 

   

  



 
 

42 

  จากขอ้มูลท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ช้ีชดัวา่โมเดลของการลดฟอสฟอรัสในสภาวะไร้แสง-
มีอากาศ มีความเหมาะสมกบัชุดขอ้มูล จึงน ามาใชใ้นการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของปัจจยัทั้ง 3 
ปัจจยัต่อการลดฟอสฟอรัสแสดงดงั ตารางท่ี 14 และกราฟสามมิติท่ีสร้างจากโปรแกรม Design-
Expert ดงัรูปท่ี 6 

ตารางท่ี 14 ค่าสัมประสิทธ์ิของการแปรปรวน และ P-values ท่ีสอดคลอ้งกนัของการลดฟอสฟอรัส
ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสง เป็นเวลา 48 ชม. หลงัการเติมกลา้เช้ือผสม 

Term 
Phosphorus removal (%) 

Coefficient P-value 
Constant 13.1769 0.005** 

Inoculum (X1) -1.2203 0.6976 

pH (X2) -16.2484 0.0845 

Salinity (X3) 5.1539 0.0361* 
Inoculum × pH 5.5632 0.0096** 

Inoculum × Salinity -4.4259 0.0179* 
pH × Salinity 6.6759 0.0052** 

* P < 0.05 
  ** P < 0.01. 
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รูปท่ี 6 3D Response Surface แสดงผลของ 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ เปอร์เซ็นตก์ลา้เช้ือ pH เร่ิมตน้และความ
เคม็ ต่อเปอร์เซ็นตก์ารลดฟอสฟอรัส ภายใตส้ภาวะไร้แสง-มีอากาศ  โดย แต่ละกราฟแสดงผล
ความสัมพนัธ์ระหวา่ง 2 ปัจจยั โดยปัจจยัท่ี 3 ก าหนดเป็นค่ากลางนั้นๆ ตามตารางท่ี 5 
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  จากการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของปัจจยั ดงัตารางท่ี 14 พบวา่ ความเคม็เป็นปัจจยั
หลกัท่ีส่งผลโดยตรงต่อการลดฟอสฟอรัสอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) ขณะท่ีปริมาณกลา้
เช้ือ หรือ pH เร่ิมตน้ ไม่ไดส่้งผลโดยตรงต่อการลดฟอสฟอรัสอยา่งมีนยัส าคญั ทางสถิติ (p > 0.05)  
แต่เม่ือพิจารณาความสัมพนัธ์ของ 2 ปัจจยัร่วมกนัต่อการลดฟอสฟอรัส พบวา่ ปัจจยัร่วมระหวา่ง
ปริมาณกลา้เช้ือและ pH มีผลต่อการลดฟอสฟอรัสอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) รวมถึงปัจจยั
ร่วมระหวา่งปริมาณกลา้เช้ือและความเคม็ สามารถส่งผลต่อการลดฟอสฟอรัสอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p < 0.05) นอกจากน้ี ปัจจยัร่วมระหวา่ง  pH และความเคม็ มีความสัมพนัธ์กบัการลด
ฟอสฟอรัสอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) เช่นกนั ส าหรับการวเิคราะห์กราฟสามมิติท่ีสร้าง
จากโปรแกรม Design-Expert ดงัรูปท่ี 6 สามารถแสดงความสัมพนัธ์ของปัจจยัทั้ง 3 ปัจจยัต่อการ
ลดฟอสฟอรัสพบวา่ การลดฟอสฟอรัสมีประสิทธิภาพสูงข้ึนเม่ือมีความเคม็ เพิ่มสูง (รูปท่ี 6B) และ 
pH ต ่า (รูปท่ี 6A, C) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการเจริญของ A. marina และ R. sulfidophilum ท่ีตอ้งอาศยั
สภาวะท่ีมีเกลือในการเจริญ (Hiraishi & Ueda, 1994; Johannes F. Imhoff, 1983) จากงานวจิยัก่อน
หนา้ของ Mukkata และคณะ  (2015) พบวา่ A. marina และ R. sulfidophilum สามารถแยกไดจ้ากบ่อ
กุง้ท่ีมีความเคม็ 3.5% และเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีความเคม็สูง 4% อีกทั้งสามารถทนความเคม็ไดสู้ง
ถึง 10% ขณะเดียวกนัสภาวะ pH ต ่าส่งผลใหเ้กิดการน าฟอสฟอรัสเขา้สะสมภายในเซลลแ์บคทีเรีย
มากข้ึน ดงัรายงานงานวจิยัของ Serralta และคณะ (2006) ท่ีศึกษาผลของ pH ต่อการลดฟอสฟอรัส
ในสภาวะมีอากาศพบวา่ เม่ือ pH เพิ่มสูงข้ึนท าใหอ้ตัราการน าฟอสฟอรัสเขา้สู่เซลลข์องแบคทีเรียท่ี
สะสม poly-p (PAO) ลดลง และหาก pH สูงกวา่ 8.2–8.25 ส่งผลใหอ้ตัราการน าฟอสฟอรัสเขา้สู่
เซลลล์ดลงอยา่งเห็นไดช้ดั 
  ผลการวเิคราะห์ดว้ย CCD โดยใชพ้ารามิเตอร์ไดแ้ก่ ปริมาณกลา้เช้ือ pH เร่ิมตน้
และความเคม็ในช่วงท่ีก าหนด สามารถแสดงสภาวะท่ีคาดวา่สามารถลดฟอสฟอรัสและไนเตรทได้
สูงสุดแสดงใน ตารางท่ี 15 และ 16 ตามล าดบั อยา่งไรก็ตาม เม่ือพิจารณาค่าความ พึงพอใจ
(Desirability = 1) ของขอ้มูล สามารถสรุปช่วงของสภาวะท่ีเหมาะสม ไดแ้ก่ ปริมาณกลา้เช้ือ 4 - 6% 
pH 7.0 - 7.5 และความเคม็ 1.2- 2.5% 
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ตารางท่ี 15 การก าหนดปัจจยัและสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการลดฟอสฟอรัสภายใตส้ภาวะมี
อากาศ-ไร้แสง 

Factor Goal Lower limit Upper limit Lower weight Upper weight 
Inoculum is in range 0.98 6.02 1 1 
pH is in range 6 8 1 1 
Salinity is in range 1 3 1 1 
P removal maximize -24.32 35.51 1 1 

      Solutions 

    
 

Number Inoculum pH Salinity P removal Desirability 
1 6.02 7.19 1.81 36.17 1.00 
2 5.99 6.73 1.20 40.32 1.00 
3 5.93 6.99 1.44 36.03 1.00 
4 1.95 6.00 1.00 30.76 0.92 
5 1.96 6.00 1.00 30.74 0.92 
6 1.94 6.00 1.00 30.74 0.92 
7 2.12 6.00 1.00 30.66 0.92 
8 1.83 6.00 1.01 30.65 0.92 
9 1.90 6.00 1.02 30.61 0.92 

10 1.61 6.00 1.00 30.26 0.91 
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ตารางท่ี 16 การก าหนดปัจจยัและสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการลดไนเตรท ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-
ไร้แสง 

Factor Goal Lower limit Upper limit Lower weight Upper weight 
Inoculum is in range 0.98 6.02 1 1 
pH is in range 6.00 8.00 1 1 
Salinity is in range 1.00 3.00 1 1 
NO3

- removal maximize -58.86 58.16 1 1 

      Solutions 

    
 

Number Inoculum pH Salinity Nitrate removal Desirability 
1 4.28 7.56 1.36 68.77 1.00 
2 4.54 7.95 2.48 61.19 1.00 
3 3.52 7.43 1.57 59.85 1.00 
4 4.13 7.28 1.46 60.01 1.00 
5 4.40 7.52 1.98 65.94 1.00 
6 4.99 7.55 1.53 61.68 1.00 
7 4.61 7.32 1.62 61.62 1.00 
8 4.16 7.76 2.35 63.96 1.00 
9 4.64 7.35 1.16 60.08 1.00 

10 5.01 6.00 1.00 33.39 0.79 
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5.2 การยนืยนัผลการทดลองทีไ่ด้จากการวเิคราะห์ด้วย CCD 

5.2.1 การยนืยนัผลคร้ังที ่1 

  จากผลการออกแบบเพื่อหาสภาวะของปัจจยัในการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทโดย
ใช ้CCD พบช่วงสภาวะท่ีเหมาะสม ไดแ้ก่ ปริมาณกลา้เช้ือ 4 - 6% pH เร่ิมตน้ 7.0 - 7.5 และความ
เคม็ 1.2- 2.5% นั้น เม่ือพิจารณาร่วมกบัตน้ทุนในการบ าบดั และความสามารถของเช้ือในการเจริญ
และลดฟอสฟอรัสไดใ้นส่ิงแวดลอ้มท่ีมีความเคม็สูง ( รูปท่ี 6B, C) และสภาวะการเจริญของกุง้ จึง
สามารถก าหนดสภาวะการทดลองได ้3 ชุดการทดลอง ไดแ้ก่ 
 ชุดการทดลองท่ี 1 ปริมาณกลา้เช้ือ 6% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 1.50% 
 ชุดการทดลองท่ี 2 ปริมาณกลา้เช้ือ 4% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 1.50% 
 ชุดการทดลองท่ี 3 ปริมาณกลา้เช้ือ 5% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 2.50% 
  โดยใส่เช้ือผสม ( A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48) อตัราส่วน 1 : 1 
ตามสภาวะขา้งตน้ในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือ บ่มในสภาวะมีอากาศ ไร้แสงเป็นเวลา 4 วนั ผลการ
ทดลองแสดงดงั รูปท่ี 7 พบวา่ ฟอสฟอรัสลดลงมากท่ีสุด  9.35 ± 1.62% เม่ือเล้ียงเช้ือในชุดการ
ทดลองท่ี 3 (รูปท่ี 7A) โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือ 5% pH เร่ิมตน้7.50 และความเคม็ 2.50% รองลงมา 
คือ การเล้ียงเช้ือในชุดการทดลองท่ี 1 โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือ 6% pH เร่ิมตน้ 7.50 และความเคม็ 
1.50% และพบการเพิ่มข้ึนของฟอสฟอรัสเม่ือเล้ียงเช้ือในชุดการทดลองท่ี 2 ซ่ึงใชป้ริมาณกลา้เช้ือ
ต ่าสุด คือ  4% pH เร่ิมตน้ 7.50 และความเคม็ 1.50% ทั้งน้ี การท่ีเช้ือลดฟอสฟอรัสไดน้อ้ยนั้น อาจ
เน่ืองมาจากค่า pH ท่ีสูงคือ 7.5 ท าใหเ้ช้ือเจริญไดน้อ้ย และเม่ือใช้ ปริมาณกลา้เช้ือ ต ่า จึงท าใหมี้
ประสิทธิภาพลดลง และจากผลในการวเิคราะห์ดว้ย RSM คาดวา่ หากเล้ียงเช้ือภายใต ้ pH ประมาณ 
7 จะท าใหล้ดฟอสฟอรัสไดม้ากข้ึน ขณะท่ีสภาวะความเคม็ท่ีสูง จะท าใหล้ดฟอสฟอรัสไดดี้ยิง่ข้ึน 
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รูปท่ี 7 ประสิทธิภาพการลด (A) ฟอสฟอรัส และ (B) ไนเตรท ในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือท่ีไม่ได้
ปรับสารอาหาร โดยใช้เช้ือผสม (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน 1:1) ใน 3 
ชุดการทดลองท่ีแตกต่างกนั ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสง โดยตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนับนกราฟแท่ง
แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05)  
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  ขณะท่ีค่าเปอร์เซ็นตไ์นเตรทท่ีลดลง ( รูปท่ี 7B) เป็นค่าโดยประมาณท่ีเช้ือสามารถ
ลดได ้(เน่ืองจากค่าไนเตรทท่ีเหลือมีค่าต ่ากวา่ค่าท่ีสามารถวดัได ้จึงยดึค่าต ่าสุดท่ีวดัได)้ พบวา่ เช้ือ
สามารถลดไนเตรทไดม้ากท่ีสุดเม่ือเล้ียงในชุดการทดลองท่ี 1 ซ่ึงลดลงประมาณ 68.42% โดยใช้
ปริมาณกลา้เช้ือ 6% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 1.50% รองลงมาไดแ้ก่ คือ 58.62% ในชุด
การทดลองท่ี 3 โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือ 5% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 2.50% และลดไน
เตรทไดน้อ้ยท่ีสุด คือ 47.83% ภายใตชุ้ดการทดลองท่ี 2 โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือ 4% ความเป็นกรด
ด่าง 7.50 และความเคม็ 1.50% 
  เม่ือพิจารณาจากผลการทดลองทั้งหมด พบวา่ สภาวะการทดลองท่ีลดฟอสฟอรัส
และไนเตรทไดดี้ และประหยดัตน้ทุนในการบ าบดัมากท่ีสุด ไดแ้ก่ ชุดการทดลองท่ี 3 ซ่ึงใชป้ริมาณ
กลา้เช้ือ 5% ความเป็นกรดด่าง 7.50 และความเคม็ 2.50% 

5.2.2 การยนืยนัผลคร้ังที ่2 

  เน่ืองจากผลของปัจจยัต่อการลดฟอสฟอรัสแสดงใหเ้ห็นวา่ pH เร่ิมตน้ต ่า ส่งผลให้
ลดฟอสฟอรัสไดดี้ยิง่ข้ึน จึงก าหนดชุดการทดลองโดยปรับ pH เร่ิมตน้เป็น  3 ระดบั ไดแ้ก่ 7.0 7.3 
และ 7.5 ความเคม็ 2.50% ใส่กลา้เช้ือผสม ปริมาณ 5% ในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือปรับสภาพ   
(sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.) บ่มในสภาวะมีอากาศ ไร้แสงเช่นเดิม 
เป็นเวลา 96 ชม. บนัทึกผลการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทเม่ือเร่ิมตน้และส้ินสุดการทดลอง และผล
การทดลองแสดงไดด้งั รูปท่ี 8 
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รูปท่ี 8 ประสิทธิภาพของการลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้ปราศจากเช้ือปรับสภาพ (sCOD ประมาณ 
100 มก./ล. และฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.)  โดยเช้ือผสม PNSB (A. marina W12 และR. 
sulfidophilum W48 อตัราส่วน 1:1) ท่ี pH 3 ระดบั ไดแ้ก่ pH 7.0 7.3 และ 7.5 โดยใชก้ลา้เช้ือ 5% 
และความเคม็ 2.50% ภายใตส้ภาวะมีอากาศ ไร้แสง เป็นเวลา 96 ชม. 

  ผลการทดลองดงั รูปท่ี 8 พบวา่ เช้ือผสมท่ีเล้ียงในน ้าจากบ่อกุง้โดยปรับ pH ทั้ง 3
ระดบั สามารถลดฟอสฟอรัสไดไ้ม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั โดยท่ี pH 7.0, 7.3 และ 7.5 สามารถ
ลดฟอสฟอรัสได ้24.55 ± 1.57%, 23.64 ± 1.57% และ 21.82 ± 2.73% ตามล าดบั แต่เน่ืองดว้ยค่า pH 
ในบ่อกุง้ในรอบวนัควรอยูร่ะหวา่ง 7.5 - 8.2 จึงเลือกใช ้pH 7.5 ในการทดลองต่อไป  นอกจากน้ี การ
ทดลองแสดงการลดฟอสฟอรัสไดสู้งข้ึนประมาณสองเท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัการยนืยนัผลคร้ังท่ี 1 
(รูปท่ี 7A และ 8) อาจเน่ืองจากไดท้  าการปรับสภาพน ้าเล้ียงกุง้ท่ีใชใ้นการทดลอง  (sCOD ประมาณ 
100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.) ขณะท่ีค่าไนเตรทในการทดลองต ่ากวา่ค่าท่ีสามารถ
ตรวจวดัได ้จึงไม่ไดแ้สดงผล จึงจะท าการปรับไนเตรทใหอ้ยูใ่นเกณฑท่ี์วดัได้ ในการทดลองถดัไป
โดยใชค้่าเฉล่ียท่ีพบไดใ้นน ้าทิ้งจากบ่อกุง้ทัว่ไป 

5.2.3 การยนืยนัผลคร้ังที ่3 

  เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัสภาพจริงของการบ าบดัมากท่ีสุด จึงท าการเล้ียงเช้ือ A. 
marina W12 และ R. sulfidophilum W48 และเช้ือผสม (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 
อตัราส่วน 1:1) ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพท่ีเติมเช้ือ (treatment set) (sCOD ประมาณ 100 มก./ล. 
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ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.  ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) โดยปรับสภาวะท่ีเหมาะสมตามผล
การทดลองขา้งตน้ไดแ้ก่ ปริมาณกลา้เช้ือ 5% pH เร่ิมตน้ 7.50 และความเคม็ 2.50% โดยมีชุด
ควบคุมท่ีไม่เติมเช้ือ ไดแ้ก่ น ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ (native control) เหมือนกบัชุด ท่ีเติมเช้ือ ท าการ
เล้ียงเช้ือในสภาวะมีอากาศ ไร้แสง โดยวดัปริมาณฟอสฟอรัสและไนเตรทท่ีลดลงดว้ย  Test kit 
รวมทั้งค่า pH EC และ ORP ท่ีเวลา 0 ชม. และ 96 ชม. 
  จากผลการเล้ียงเช้ือท่ีคดัเลือกไดใ้นน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ ดงั รูปท่ี 9 พบวา่ ชุด
การทดลองท่ีใส่เช้ือ  PNSB สามารถลดไนเตรทไดม้ากกวา่ native control อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p < 0.05) ขณะท่ีลดฟอสฟอรัสไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดย ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือ
ผสมแสดงการลดลงของฟอสฟอรัสมากท่ีสุด คือ 26.88 ± 1.84% ตามดว้ย native control ชุดการ
ทดลองท่ีใส่เช้ือ W12 และ W48 ซ่ึงลดได ้25.25 ± 1.98% 21.19 ± 3.21% และ 20.72 ± 1.96% 
ตามล าดบั โดยไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั ส าหรับผลการลดไนเตรท พบวา่ ชุดการทดลองท่ี
ใส่เช้ือผสมแสดงการลดลงของไนเตรทมากท่ีสุด คือ 74.33 ± 2.22% และไม่มีความแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเทียบกบัชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือ A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 ซ่ึงพบค่า
การลดลงของไนเตรท คือ 70.48 ± 2.22% และ 69.20 ± 2.22% ตามล าดบั ขณะ ท่ีชุด native control 
พบการลดไนเตรท 57.67 ± 8.00% 
  นอกจากน้ี พารามิเตอร์อ่ืนๆ ไดแ้ก่ pH EC และ ORP ท่ีวดัก่อนและหลงัการบ าบดั 
แสดงดงัตารางท่ี 17 พบวา่ ชุดการทดลองทั้งหมด มีการเพิ่มข้ึนของ pH และ EC หลงัส้ินสุดการ
ทดลอง ขณะท่ี ORP มีค่าลดลงแต่แสดงค่าเป็นบวก แสดงวา่อยูใ่นสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
  จากผลการทดลองทั้งหมด พบวา่การใชเ้ช้ือผสม ระหวา่ง A. marina W12 และ R. 
sulfidophilum W48 สามารถลดฟอสฟอรัสและไนเตรทไดม้ากท่ีสุด จึงใชเ้ช้ือผสมไปทดลองในขั้น
ต่อไป 
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รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพการลดฟอสฟอรัสและไนเตรทในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ (sCOD ประมาณ 
100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.) โดย A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 และ
เช้ือผสม (อตัรา 1 : 1) ท่ีปริมาณกลา้เช้ือ 5% pH 7.5 และความเคม็ 2.50% ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้
แสง เป็นเวลา 96 ชม. 

ตารางท่ี 17 ค่าการวเิคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ ของน ้าเล้ียงกุง้ดิบ ระหวา่งการทดสอบการยนืยนัผล ท่ี
เวลา 0 และ 96 ชม. 

       Parameter 
        Set 

pH EC (mS/cm) ORP (mV) 

0 hour 96 hours 0 hour 96 hours 0 hour 96 hours 
Native control 7.56±0.01 8.34±0.01 26.30±0.00 26.70±0.00 192.33±2.06 154.40±8.63 
A. marina W12 7.56±0.01 8.29±0.01 25.70±0.00 25.97±0.06 194.37±8.21 148.93±4.24 
R. sulfidophilum 

W48 
7.56±0.01 8.25±0.03 25.70±0.00 25.83±0.06 201.21±6.39 145.93±8.29 

Mixed 
W12:W48 = 1:1 

7.55±0.02 8.29±0.01 25.80±0.00 25.90±0.00 197.60±5.11 142.83 
±15.86 
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6. การหาศักยภาพของ PNSB ในการก าจัดฟอสฟอรัสในน า้เลีย้งกุ้ง 

6.1 การหาศักยภาพของเช้ือผสม PNSB ภายในเวลา 96 ชม. 

 จากการเล้ียงเช้ือท่ีคดัเลือกไดใ้นน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ  (COD ประมาณ 100 
มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.  ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล. ) ดงัรูปท่ี 10 พบวา่ ชุดการ
ทดลองท่ีใส่เช้ือผสมสามารถลดฟอสฟอรัสไดอ้ยา่งรวดเร็ว 16.68 ± 8.78 % ภายใน 24 ชม.แรก และ
สามารถลดฟอสฟอรัสไดสู้งสุด  28.33 ± 3.49% เม่ือเวลาผา่นไป 72 ชม. ขณะท่ี native control 
สามารถลดฟอสฟอรัสไดสู้งสุด 22.77 ± 2.06% ท่ีเวลา 72 ชม. (รูปท่ี 10A)  เม่ือพิจารณาการลดไน
เตรท ( รูปท่ี 10B) พบวา่ ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมสามารถลดไนเตรทไดอ้ยา่งรวดเร็ว 45.66 ± 
0.63% ภายใน 24 ชม. และลดไนเตรทสูงสุด  49.27 ± 3.32% ท่ีเวลา 72 ชม.  ทั้งน้ีไม่มีความแตกต่าง
กบัชุด native control ซ่ึงลดไนเตรทไดสู้งสุด 48.19 ± 3.32% นอกจากน้ี เม่ือพิจารณาการลด sCOD 
พบวา่ ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมและ native control สามารถลดค่า sCOD ในน ้าทิ้งไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพภายใน 24 ชม. โดยไม่มีความแตกต่างกนั ซ่ึงลดไดสู้งถึง  90.20 ± 0.00% และเหลือ 
sCOD ต ่ากวา่ 10 มก./ล. ดงัแสดงในรูปท่ี 10C 
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รูปท่ี 10 ศกัยภาพการลด (A) ฟอสฟอรัส (B) ไนเตรท และ (C) sCOD ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ  
(sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) โดยใช้
เช้ือผสม  PNSB (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน =1:1) และบ่มภายใต้
สภาวะมีอากาศ-ไร้แสงเป็นเวลา 96 ชม. 
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  อยา่งไรก็ตามเม่ือศึกษาพารามิเตอร์ระหวา่งการบ าบดัดงัแสดงใน รูปท่ี 11A พบวา่ 
pH ของทุกชุดการทดลองมีค่าสูงข้ึน โดยชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมแสดงค่า pH ต ่ากวา่ในชุด 
native control โดย pH ท่ีวดัได้ ณ เวลา 72 ชม. ในชุด mixed culture และ native control ไดแ้ก่ 8.22 
± 0.02% และ 8.33 ± 0.03% ตามล าดบั ทั้งน้ีค่า pH ในชุด native control ท่ีบนัทึกไดมี้ค่าสูงกวา่ค่า 
pH ท่ีเหมาะสมในรอบวนัของน ้าเล้ียงกุง้ ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 7.5 - 8.2 การท่ี pH สูงข้ึนส่งผลต่อการเกิด
แอมโมเนียท่ีเป็นพิษสูงต่อกุง้และสัตวน์ ้า (พุทธ, 2549; สถาบนัวจิยัและพฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล
, 2556) และเม่ือพิจารณาค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการลดฟอสฟอรัส พบวา่ pH เพิ่มสูงข้ึนส่งผลให้
อตัราการสะสม poly-P ในเซลลต์ ่าลง ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Liang และคณะ (2010) ท่ีศึกษา
ปัจจยัส่ิงแวดลอ้มต่อการสะสม poly-P ของ Rps. palustris ท่ีคาดวา่ pH ท่ีสูงข้ึนอาจส่งผลในการ
ยบัย ั้งการสะสม poly-P ภายในเซลล ์นอกจากน้ียงัส่งผลต่อการเจริญและกิจกรรมของแบคทีเรีย 
เช่น การผลิตก๊าซไฮโดรเจนของ Rhodobacter sulfidophilus เฉพาะท่ี pH 6.75-7.75 เท่านั้น 
เช่นเดียวกนันั้น ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมสามารถควบคุมค่าไนไตรทใ์หต้ ่ากวา่ 1 มก./ล. ตลอด
การทดลอง โดยมีค่าสูงสุด 0.608 ± 0.073 มก./ล. ดงัแสดงใน รูปท่ี 11D ซ่ึงเป็นค่าท่ี ยอมรับได้
ส าหรับการเล้ียงกุง้ ในขณะท่ีชุด native control พบค่าไนไตรทท่ี์สูงเกิน 1 มก./ล. เม่ือเวลาผา่นไป 
24 ชม.จนกระทัง่ส้ินสุดการทดลอง ทั้งน้ีไนไตรทท่ี์สูงส่งผลเสียต่อกุง้และสัตวน์ ้า โดยแยง่จบั
ออกซิเจนกบั Haemocyanin ในเมด็เลือด ท าใหกุ้ง้หรือสัตวน์ ้าขาดออกซิเจน และท าให ้ pH ในเลือด
ต ่าลง สมดุลเกลือแร่เปล่ียนไป ล าตวัซีดจาง และติดเช้ือไดง่้าย  (พุทธ , 2549; สถาบนัวจิยัและ
พฒันาการเพาะเล้ียงกุง้ทะเล , 2556) อยา่งไรก็ตาม ค่าแอมโมเนียมท่ีไดจ้ากการทดลองทั้งสามชุด
การทดลอง ตาม รูปท่ี 11E มีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนเม่ือเวลาผา่นไป 48 ชม. และมีค่าผนัผวนในชุดการ
ทดลองท่ีเติมเช้ือผสมในชัว่โมงท่ี 72 และ 96 แต่ปริมาณดงักล่าวอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียง
กุง้ซ่ึงควรมีค่าไม่เกิน 6.5 มก./ล. (Audelo-Naranjo, Martínez-Córdova, Gómez-Jiménez, & 
Voltolina, 2017) 
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รูปท่ี 11 การเปล่ียนแปลงของพารามิเตอร์ท่ีวดัระหวา่งการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้ดิบโดยเช้ือผสม PNSB 
(A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน =1:1) ภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสง 

 จากผลการทดลองท าใหท้ราบวา่ การเล้ียงเช้ือผสมเพื่อลดฟอสฟอรัสและไนเตรท
ในสภาวะมีอากาศ-ไร้แสงนั้น กิจกรรมของเช้ือเกิดข้ึนไดดี้ภายใน 24 ชม.แรก จึงควรลดเวลาการ
บ าบดัจาก 96 ชม.เป็น 24 ชม. โดยแสดงไดจ้ากการลดลงอยา่งรวดเร็ว ของค่าฟอสฟอรัส ไนเตรท 
และ sCOD ดงันั้น จึงท าการศึกษากิจกรรมของเช้ือภายใน 24 ชม.ต่อไป เพื่อจะไดท้ราบผลของการ
ใชเ้ช้ือผสมต่อการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัทางเคมี-กายภาพ 
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6.2 การหาศักยภาพของเช้ือภายในเวลา 24 ชม. 

  เน่ืองจากผลการทดลองขา้งตน้ท าใหท้ราบวา่ การเล้ียงเช้ือผสมเพื่อลดฟอสฟอรัส
และไนเตรทในสภาวะมีอากาศ-ไร้แสงนั้น กิจกรรมของเช้ือเกิดข้ึนไดดี้ภายใน 24 ชม.  แรก 
นอกจากน้ียงัพบวา่ sCOD ลดลงอยา่งรวดเร็วถึง 90 % ภายใน 24 ชม. และเหลือ sCOD ต ่ากวา่ 10 
มก./ล. (รูปท่ี 10C) จึงมุ่งเนน้ศึกษาศกัยภาพของเช้ือภายใน 24 ชม.แรก โดยท าการเล้ียงเช้ือผสม A. 
marina W12 และ R. sulfidophilum W48 (ในอตัราส่วน 1:1) ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ  (sCOD 
ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.  ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) และก าหนด
สภาวะ (ปริมาณกลา้เช้ือ 5% pH 7.50 และความเคม็ 2.50%) เช่นเดิม โดยมีชุดควบคุม คือ น ้าเล้ียงกุง้
ดิบปรับสภาพท่ีไม่เติมเช้ือ (native control) เล้ียงเช้ือในสภาวะมีอากาศ ไร้แสง โดยวเิคราะห์ปริมาณ
ฟอสฟอรัส ไนเตรทแอมโมเนียม sCOD ดงัแสดงในรูปท่ี 12 และพารามิเตอร์ อ่ืนๆไดแ้ก่ pH EC 
ORP แสดงในรูปท่ี 13 นอกจากน้ี ไดท้  า การนบัจ านวนเซลลด์ว้ยวธีิ spread plate แสดงในรูปท่ี 14
และตรวจจบัการสะสม  Poly-P โดยเปล่ียนวธีิการ ยอ้มสีดว้ย Methylene blue เป็นการยอ้มสี DAPI 
staining ท่ีเวลา 0, 6, 12,18 และ 24 ชม. ดงัแสดงในรูปท่ี 15 
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รูปท่ี 12 เปอร์เซ็นตก์ารลด (A) ฟอสฟอรัส  (B) ไนเตรท (C) sCOD และ (E) แอมโมเนียม  โดยเช้ือ
ผสม PNSB (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน  = 1 : 1) ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับ
สภาพ (sCOD ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล. ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) 
ซ่ึงบ่มภายใตส้ภาวะมีอากาศ-ไร้แสง เป็นเวลา 24 ชม. 

  จากการศึกษาศกัยภาพของเช้ือ ผสมในการก าจดัฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับ
สภาพ ภายในเวลา 24 ชม.พบวา่ ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมแสดงแนวโนม้การลดฟอสฟอรัสท่ี
สูงข้ึนโดยสามารถลดฟอสฟอรัสไดอ้ยา่งรวดเร็ว 14.36 ± 3.20% ภายใน 18 ชม. และสามารถลด
ฟอสฟอรัสได ้20.56 ± 2.01% เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชม. ขณะท่ี native control สามารถลดฟอสฟอรัส
ไดสู้งสุด 15.99 ± 4.33% เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชม.ฟอสฟอรัสดงัแสดงในรูปท่ี 12A 
   ขณะเดียวกนั ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมสามารถลดไนเตรทอยา่งรวดเร็ว 16.90 ± 
0.24% ภายในเวลาเพียง 6 ชม.และเม่ือเวลาผา่นไปจนส้ินสุดการทดลองพบวา่อตัราการลดไนเตรท
ต ่าลง 42.46 ±0.24% ขณะท่ีเวลา 6 ชม.ชุด native control ลดไนเตรทไดเ้พียง 0.57 ± 0.43% และเม่ือ
ส้ินสุดการทดลองพบวา่ไนเตรทลดลง 58.00 ± 0.43% ดงัแสดงในรูปท่ี 12B 
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   นอกจากน้ี เม่ือพิจารณาการลด sCOD ดงัแสดงในรูปท่ี 12C พบวา่ ชุดการทดลอง
ท่ีใส่เช้ือผสมสามารถลดค่า sCOD ในน ้าทิ้งไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และรวดเร็วกวา่เม่ือเทียบกบัชุด 
native control ท่ีเวลาต่างๆโดยหลงัจากท าการทดลองเป็นเวลา 12 ชม. ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมมี
การลด sCOD 19.33 ± 3.06% ซ่ึงมากกวา่ชุด native control (6.63 ± 1.99%) ประมาณ 3 เท่า และท่ี
เวลา 18 ชัว่โมงชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมมีอตัราการลดลงของ sCOD อยา่งรวดเร็ว คือ 74.33 ± 
5.51% และเหลือ sCOD เพียง 25.67 ± 5.51 มก./ล. ซ่ึงใกลเ้คียงกบัค่า COD มาตรฐานของน ้าทิ้งหลงั
บ าบดั (20 มก./ล.) ขณะท่ีชุด native control ลด sCOD ได ้52.32± 2.81% และเหลือ sCOD 48.00 ± 
2.83 มก./ล. เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชม. ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมมีอตัราการลด sCOD ต ่าลง แต่
สามารถลด sCOD ไดม้ากถึง 91.67 ± 2.89 % โดยค่าต ่าสุดท่ีตรวจวดัได ้คือ 5 มก./ล. ขณะท่ี native 
control แสดงการลด sCOD ได ้91.39 ± 1.52% ซ่ึงมีอตัราสูงเช่นกนั 
   ส าหรับการลดแอมโมเนียม ( รูปท่ี 12D) พบวา่ ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสม
สามารถลดแอมโมเนียมไดสู้งสุด 59.38 ± 3.13% ท่ีเวลา 12 ชม. และมีแนวโนม้ต ่าลงเหลือ 26.04 ± 
1.80% เม่ือส้ินสุดการทดลอง ขณะท่ีชุด native control พบการเพิ่มข้ึนของแอมโมเนียม  ซ่ึงกล่าวได้
วา่ การใชก้ลา้เช้ือผสมสามารถช่วงลดธาตุอาหารพืชโดยเฉพาะแอมโมเนียม เน่ืองจากพบปริมาณ
แอมโมเนียมต ่า (รูปท่ี 11E) และกรณีการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้ควรใชเ้วลาสูงสุด 24 ชม. 
  พารามิเตอร์ อ่ืนๆ ระหวา่งการบ าบดัแสดงใน รูปท่ี 13 พบวา่ ค่า pH เฉล่ียระหวา่ง
ชุดการทดลองท่ีใส่เช้ือผสมและชุดควบคุมมีค่าใกลเ้คียงกนั และมีค่าเพิ่มสูงข้ึนจาก pH 7.5 เป็น 
8.02-8.10 เม่ือเวลาผา่นไปเพียง 6 ชม. และคงท่ีจนส้ินสุดการทดลอง ส่วนค่า EC แสดงแนวโนม้
เช่นเดียวกบัค่า pH โดยมีค่าสูงข้ึนเล็กนอ้ยเม่ือเวลาผา่นไป 6 ชม.และคงท่ีจนส้ินสุดการทดลอง  ค่า 
ORP คงท่ีตลอดการทดลอง ขณะท่ีไนไตรทมี์ค่าต ่าและไม่สามารถวดัค่าได ้(5-400 มคก./ล. ) จึง
ไม่ไดแ้สดงค่า 
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รูปท่ี 13 การเปล่ียนแปลงของพารามิเตอร์ท่ีวดัระหวา่งการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้ดิบ ปรับสภาพ  (sCOD 
ประมาณ 100 มก./ล. ฟอสฟอรัสประมาณ 10 มก./ล.  ไนเตรท ประมาณ 50 มก./ล.) โดยเช้ือผสม 
PNSB (A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 อตัราส่วน =1:1) ซ่ึงบ่มภายใตส้ภาวะมีอากาศ-
ไร้แสง เป็นเวลา 24 ชม.  
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  การนบัจ านวนเช้ือ ผสมในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ  ณ ช่วงเวลาต่างๆ ดว้ย วธีิ 
Spread plate บ่มภายใต้สภาวะมีอากาศเล็กนอ้ย-มีแสง  เพื่อแยกความแตกต่างของเช้ือผสม โดย A. 
marina W12 แสดงโคโลนีสีชมพ ูและ R. sulfidophilum W48 แสดงโคโลนีสีน ้าตาล  จากการ
ทดลองพบวา่ประชากรของเช้ือ  A. marina W12 คงท่ีตลอดการทดลอง  ขณะท่ีเช้ือ R. sulfidophilum 
W48 เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยท่ีเวลา 6 ชม. และคงท่ีตลอดการทดลองเช่นกนั ดงัแสดงใน รูปท่ี 14 ทั้งน้ี ผลท่ี
ไดอ้าจคลาดเคล่ือนจากความเป็นจริง เน่ืองจากน าเช้ือท่ีเล้ียงในสภาวะมีอากาศ-ไร้แสง มานบั
ปริมาณในสภาวะ มีอากาศเล็กนอ้ย -มีแสง ดงันั้น จึงควรเล้ียงในสภาวะเดียวกนั ซ่ึงหากเล้ียงใน
สภาวะมีอากาศ-ไร้แสง A. marina W12 จะแสดงโคโลนีสีขาวขุ่น และ  R. sulfidophilum W48 จะ
แสดงโคโลนีสีสีชมพอู่อน 

 

รูปท่ี 14 จ  านวนประชากร PNSB ไอโซเลท A. marina W12 และ R. sulfidophilum W48 ในน ้าเล้ียง
กุง้ดิบปรับสภาพระหวา่งการบ าบดั โดยใชว้ธีินบัแบบ Spread plate ภายใต้สภาวะอากาศเล็กนอ้ย-มี
แสง 

  นอกจากน้ี ไดท้  าการศึกษาการสะสม  Poly-P ภายในเซลลแ์บคทีเรีย ไอโซเลท A. 
marina W12 และ R. sulfidophilum W48 ในน ้าเล้ียงกุง้ดิบปรับสภาพ ดว้ยวธีิการยอ้มสี DAPI 
staining ท่ีเวลา 0 6 12 18 และ 24 ชม. และส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Fluorescence Microscope 
แสดงดงัรูปท่ี 15 
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รูปท่ี 15 การยอ้มสี poly-p ของเช้ือผสม ดว้ยวธีิ DAPI staining ท่ีเวลา (A) 0 ชม. (B) 6 ชม. (C) 12
ชม. (D) 18 ชม. และ (E) 24 ชม. โดย poly-P เรืองแสงสีเขียว และตวัเซลลเ์รืองแสงสีน ้าเงิน 
  ผล การศึกษาการสะสม Poly-P ภายในเซลลด์ว้ยวธีิการยอ้มสี DAPI staining แสดง
ดงัรูปท่ี 15 พบวา่ Poly-P มีลกัษณะเรืองแสงสีเขียวซ่ึงแยก ออกเม่ือเทียบกบัตวัเซลลท่ี์เรืองแสงสีน ้า
เงิน (Liang et al., 2010) ทั้งน้ีเซลลเ์ร่ิมมีการสะสม  Poly-P ท่ีเวลา 6 ชม. ซ่ึงเร่ิมพบการเรืองแสงสี
เขียวแยกแตกต่างจากสีน ้าเงิน อยา่งชดัเจน และเม่ือเวลาผา่นไปพบการเรืองแสงสีเขียวต่อสีน ้าเงิน
เพิ่มมากข้ึน (รูปท่ี 15A-E) แสดงใหเ้ห็นวา่ เม่ือเวลาผา่นไปมีการสะสม Poly-P ในเซลลเ์พิ่มข้ึน ซ่ึงมี
ความสอดคลอ้งกบัปริมาณฟอสฟอรัสท่ีลดลงดงัแสดงในรูปท่ี 12A  
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บทที ่4 

สรุปผลการทดลอง 

  ผลการตรวจวดัคุณภาพน ้าเล้ียงกุง้ท่ีใชใ้นการทดลองช้ีชดัวา่ ปริมาณฟอสฟอรัสมี
ค่าสูงกวา่มาตรฐานคุณภาพน ้าเล้ียงท่ีเหมาะสมเพื่อการผลิตกุง้ทะเล ทั้งน้ีอาจเกิดจากการใหอ้าหาร
กุง้ในปริมาณมากเกิน ความจ าเป็น ท าใหฟ้อสฟอรัสในอาหารตกคา้งในปริมาณสูง การสะสมของ
ของเสียจากการขบัถ่ายของกุง้การใส่ปุ๋ยในน ้าเล้ียงใหม่เพื่อเร่งการเจริญของ  Phytoplankton ซ่ึง
สร้างห่วงโซ่อาหารในบ่อกุง้ และการใชน้ ้าเล้ียงกุง้หมุนเวยีนซ่ึงมีธาตุอาหารตกคา้งในปริมาณมา ก 
ดงันั้นหลงัจากการเก็บเก่ียวผลผลิต เกษตรกรผูเ้ล้ียงกุง้ควรท าการบ าบดัน ้าเล้ียงก่อนระบายออกสู่
แหล่งน ้าตามธรรมชาติ เพื่อหลีกเล่ียงปัญหาระบบนิเวศท่ีจะตามมา 

 ผลการแยกเช้ือแบคทีเรีย PNSBในตวัอยา่งน ้าและตะกอนดินจากบ่อกุง้ แยก PNSB 
ไดจ้  านวน 83 ไอโซเลทและส่วนใหญ่แยกไดจ้ากน ้าเล้ียงกุง้ (ประมาณ 82%) เน่ืองจากความขุ่นใน
น ้าเล้ียง และระยะห่างระหวา่งตะกอนดินและผวิน ้า ท าใหปิ้ดกั้นแสงอาทิตยไ์ม่ใหส่้องผา่นไปถึง
ตะกอนดินบริเวณกน้บ่อจึงท าใหพ้บเช้ือในตะกอนดินไดน้อ้ยกวา่ในน ้าเล้ียง 

 การคดัเลือก  PNSB จากเช้ือจ านวนมาก แต่มีเพียง สองไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงในการลดฟอสฟอรัส ในน ้าเล้ียงกุง้  ไดแ้ก่ Afifella marina W12 และ Rhodovulum sulfidophilum 
W48  

สภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดัฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้โดย
ใชไ้อโซเลทท่ีคดัเลือกได ้(ผสมกนัในอตัราส่วน 1: 1) ดว้ยตน้ทุนต ่าในการบ าบดั คือ ใชก้ลา้เช้ือ 5% 
ปรับสภาวะน ้าเล้ียงใหมี้ pH 7.5 ความเคม็  2.5% และบ าบดัในสภาวะมีอากาศ-ไร้แสงภายใน
ระยะเวลา 96 ชม. สามารถลดฟอสฟอรัสและไนเตรทในน ้าเล้ียงกุง้ดิบไดสู้งประมาณ 26% และ 
74% ตามล าดบั 

 เม่ือศึกษาศกัยภาพในการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้ดิบภายในเวลา 96 ชม. โดยใชส้ภาวะท่ี
เหมาะสมตามท่ีกล่าวมาพบวา่ เช้ือผสมทั้งสองมีศกัยภาพสูงในการบ าบดัดงัน้ี 

 กิจกรรมของเช้ือผสมเกิดข้ึนไดดี้ภายใน 24 ชม. แรกโดย 

 ลดฟอสฟอรัสไดอ้ยา่งรวดเร็วเฉล่ีย  21% ลดไนเตรทไดเ้ฉล่ีย  46% และลดค่า 

sCOD ไดเ้ฉล่ีย 92% เหลือ sCOD เพียงประมาณ 5 มก./ล.  
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 ขณะเดียวกนัเช้ือผสมสามารถควบคุม pH ใหอ้ยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมในรอบวนัของ

น ้าเล้ียงกุง้ ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 7.5 - 8.2 ขณะท่ีชุด native control มี pH สูงกวา่ช่วงท่ี

เหมาะสม ซ่ึงส่งผลต่อการเกิดแอมโมเนียท่ีเป็นพิษสูงต่อกุง้และสัตวน์ ้า 

 นอกจากน้ีเช้ือผสมสามารถควบคุมไนไตรทใ์หต้ ่ากวา่ 1 มก./ล. ตลอดการทดลอง 

โดยพบค่าสูงสุด 0.6 มก./ล.ซ่ึงอยูใ่นช่วงค่าท่ี ยอมรับได้ในบ่อกุง้ ขณะท่ีชุด native 

control พบค่าไนไตรทท่ี์สูงเกิน 1 มก./ล. และส่งผลเสียต่อกุง้และสัตวน์ ้า 

 เช้ือผสมทั้งสองสามารถลดฟอสฟอรัสในน ้าเล้ียงกุง้ โดยน ามาสะสมในรูปแบบ 

Polyphosphate แกรนูล เพื่อเป็นแหล่งพลงังานภายในเซลล ์ซ่ึงตรวจสอบไดจ้าก

การยอ้มสีเซลลด์ว้ย  Methylene blue และ DAPI ซ่ึงพบปริมาณ  poly-P สะสมมาก

ข้ึนตามระยะเวลาการบ าบดั 



 
 

65 

ข้อเสนอแนะ 

เม่ือพิจารณาการใชก้ลา้เช้ือในการบ าบดัน ้าเล้ียงกุง้จากผลการศึกษาทั้งหมด พบวา่ 
สามารถลดฟอสฟอรัส ไนเตรท และ sCOD ไดอ้ยา่งรวดเร็ว นอกจากน้ียงัสามารถควบคุม pH และ
ไนไตรทใ์หอ้ยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกุง้ และเพื่อใหง้านวจิยัสามารถน าไปปฏิบติัได้
จริงในชุมชน ควรมีการศึกษาต่อในการบ าบดัภายใตส้ภาวะไม่ใหอ้ากาศ-มีแสง สลบักบัสภาวะ
ไม่ใหอ้ากาศ-ไร้แสง เพื่อเลียนแบบสภาวะบ่อกุง้ตามธรรมชาติและลดตน้ทุนการบ าบดัมากท่ีสุด
จากการท่ีไม่ใหอ้ากาศ เพื่อพิจารณาผลท่ีได ้ 

นอกจากน้ีควรพิจารณาศึกษาต่อในการใชก้ลา้เช้ือผสมดงักล่าวในระหวา่งการ
เล้ียงกุง้ เพราะนอกจากกลา้เช้ือผสมสามารถบ าบดัฟอสฟอรัส ไนเตรท และ sCOD ไดอ้ยา่งรวดเร็ว
แลว้ ยงัสามารถควบคุมระดบั pH และไนไตรท ์ใหอ้ยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกุง้  จึงเป็น
การช่วยรักษาสภาวะน ้าเล้ียงกุง้ในระหวา่งการเพาะเล้ียง ซ่ึงอาจส่งผลใหไ้ม่ตอ้งมีการเปล่ียนถ่ายน ้า
ระหวา่งการเล้ียงกุง้ น าไปสู่การลดตน้ทุนการผลิต อีกทั้งน ้าหลงัการเล้ียงกุง้อาจอยูใ่นเกณฑ์
มาตรฐานน ้าทิ้งส าหรับปล่อยออกสู่ส่ิงแวดลอ้มไดโ้ดยไม่จ  าเป็นตอ้งผา่นการบ าบดั หรือง่ายต่อการ
บ าบดัมากข้ึน ซ่ึงเป็นแนวทางการลดตน้ทุนการเล้ียงกุง้ไดอี้กทางโดยยงัคงรักษาสภาวะแวดลอ้มไว้
ได ้เป็นแนวทางการเล้ียงกุง้ท่ีย ัง่ยนืเพราะเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม ตลอดจนเป็นการส่งเสริมการเล้ียง
กุง้แบบอินทรีย ์(organic shrimp farming)  
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือส าหรับแบคทเีรียสังเคราะห์แสง 

  Glutamate-Acetate medium (GA + 1.5% NaCl medium) 

Sodium L-glutamate       3.8 g 
Sodium acetate        5.4 g 
Yeast extract        2.0 g 
NaCl       15.0 g 
KH2PO4         0.5 g 
K2HPO4         0.5 g 
(NH4)2HPO4        0.8 g 
MgSO4.7H2O        0.2 g 
CaCl2.2H2O    0.053 g 
Nicotinic acid    0.001 g 
Biotin     0.010 g 
MnSO4.5H2O    0.012 g 
Ferric citrate    0.025 g 
Thiamine hydrochloride   0.001 g 
CoCl2.6H2O    0.950 g 
Distilled water    1000 mL 

  ปรับพีเอชใหเ้ท่ากบั 6.8 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 5.0 นอร์มลั และ
สารละลายไฮโดรคลอลิก 5.0 นอร์มลั กรณีท่ีเป็นอาหารแขง็เติมวุน้ร้อยละ 1.5 และน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 

การย้อมสี และสารเคมี 

1. การย้อมสีแกรม 

1) เตรียมสียอ้ม ดงัน้ี 
a. Crystal violet โดยน าสารละลาย A (ละลาย crystal violet 2.0 ก. ลงใน  95% 

ethyl alcohol ปริมาตร 20 มล.) และสารละลาย B (ละลาย ammonium oxalate 
0.8 ก. ในน ้ากลัน่ปริมาตร 80 มล.) ผสมเขา้ดว้ยกนั ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง กรองดว้ย
กระดาษกรอง 

b. สารละลายไอโอดีน  โดยบดไอโอดีน 1 ก. และ potassium iodine 2.0 ก. ผสม
เขา้ดว้ยกนั แลว้ค่อยๆเติมน ้ากลัน่ปริมาตร 300 มล. ลงไปจนไอโอดีนละลาย 
เก็บไวใ้นขวดสีชา 

c. 95% ethyl alcohol 
d. Safranin โดยละลาย Safranin 2.5 ก. ลงใน 95% ethyl alcohol ปริมาตร 10 

มล. เติมน ้ากลัน่ปริมาตร 100 มล. 
2) น าเช้ือแบคทีเรียมา เกล่ียบนสไลดใ์หก้ระจายเป็นฟิลม์บางๆ ทิ้งไวใ้หแ้หง้ แลว้น าไป

ผา่นเปลวไฟอยา่งรวดเร็ว 2-3 คร้ัง 
3) หยด Crystal violet บนรอยเกล่ียใหท้่วม ทิ้งไว ้1 นาที แลว้เทสีทิ้ง 
4) หยดสารละลายไอโอดีน  บนรอยเกล่ีย ทิ้งไว ้1 นาที เทสารละลายทิ้ง โดยสารละลาย

ไอโอดีนช่วยใหเ้ซลลติ์ดสียอ้มไดดี้ข้ึน 
5) หยด 95% ethyl alcohol เพื่อลา้งสีออก ทิ้งไว ้5 วนิาที ลา้งน ้าสะอาดเบาๆ 
6) หยด Safranin บนรอยเกล่ีย ทิ้งไวป้ระมาณ 30-60 วนิาที ลา้งน ้า และซบัใหแ้หง้ 
7) ส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์  โดยแบคทีเรียแกรมบวก  ติดสีม่วงของ Crystal violet และ

แบคทีเรียแกรมลบ ติดสีแดงของ Safranin 
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2. การย้อมสี Polyphosphate แกรนูล โดย Methylene blue (Hulsen et al., 2014) 

1) เตรียมสียอ้ม Methylene Blue โดยละลาย Methylene blue 0.3 ก. ลงใน 95% Ethanol 
30.0 มล. และ Deionized water 100 มล. กรองดว้ยกระดาษกรอง 

2) น าเช้ือแบคทีเรีย มาท า smear บนสไลด ์ทิ้งไวใ้หแ้หง้ แลว้น าไปผา่นเปลวไฟ 
3) ยอ้มเซลลด์ว้ยสียอ้ม Methylene blue ทิ้งไว ้15 นาที 
4) ลา้งสไลดเ์บาๆ ดว้ยน ้ากลัน่ พกัไวใ้หแ้หง้ 
5) ส่องดว้ยกลอ้ง Epifluorescence 

 
3. การย้อมสี Polyphosphate แกรนูล โดย DAPI (Liang et al., 2010) 

1) เตรียมสียอ้ม DAPI โดยน า 4’6-diaminido-2-phenylindole ละลายกบั Deionized water 
ใหมี้ความเขม้ขน้ 20 มคก/มล. 

2) น าเช้ือแบคทีเรียมา เกล่ียบนสไลดใ์หก้ระจายเป็นฟิลม์บางๆ ทิ้งไวใ้หแ้หง้ แลว้น าไป
ผา่นเปลวไฟ 

3) ยอ้มเซลลด์ว้ยสียอ้ม DAPI ทิ้งไว ้30 นาที 
4) ส่องดว้ยกลอ้ง Epifluorescence 
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ภาคผนวก ค 

การเทยีบเคียงเช้ือโดยวธีิการทางอณูชีววทิยา 

Report of microbial identification by 16S rDNA sequence analysis 

Sample name: W12 

LOCUS  KX823357            1308 bp    DNA     linear   BCT 09-SEP-2016 
DEFINITION Afifella marina strain w12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence. 
ACCESSION KX823357 
VERSION KX823357 
KEYWORDS . 
SOURCE Afifella marina 
ORGANISM Afifella marina 
              Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; 
             Rhodobiaceae; Afifella. 
REFERENCE 1 (bases 1 to 1308) 
AUTHORS Bunruk, P. and Kantachote, D. 
TITLE  Phosphorus removal in water from shrimp cultivation by purple non-sulfur  
  bacteria isolated from shrimp ponds 
JOURNAL Unpublished 
REFERENCE 2 (bases 1 to 1308) 
AUTHORS Bunruk, P. and Kantachote, D. 
TITLE  Direct Submission 
JOURNAL Submitted (08-SEP-2016) MICROBIOLOGY, PRINCE OF SONGKLA  
  UNIVERSITY, 15 KANGANAWANICH, HATYAI, SONGKHLA 90112,  
  Thailand 
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COMMENT ##Assembly-Data-START## 
              Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 
              ##Assembly-Data-END## 
FEATURES Location/Qualifiers 
source  1..1308 
  /organism="Afifella marina" 
  /mol_type="genomic DNA" 
  /strain="w12" 
  /db_xref="taxon:1080" 
rRNA  <1..>1308 
  /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN 
        1 gcactcttcg gagtgagtgg cagacgggtg agtaacgcgt gggaatctac ccagtggtac 
       61 gggataaccc gaggaaactc gagctaatac cgtatacgcc cttcggggga aagatttatt 
      121 gccattggat gagcccgcgt cggattagct tgttggtggg gtaacggcct accaaggcaa 
      181 cgatccgtag ctggtctgag aggatgatca gccacactgg gactgagaca cggcccagac 
      241 tcctacggga ggcagcagtg gggaatcttg gacaatgggg gaaaccctga tccagccatg 
      301 ccgcgtgagt gaagaaggcc ctagggttgt aaagctcttt cagcggggaa gataatgacg 
      361 gtacccgcag aagaagcccc ggctaacttc gtgccagcag ccgcggtaat acgaaggggg 
      421 ctagcgttgt tcggaattac tgggcgtaaa gcgcgcgtag gcggattgtt aagtcagggg 
      481 tgaaatccca gagctcaact ctggaactgc ctctgatact ggcaatctcg agtccggaag 
      541 aggttggtgg aattccgagt gtagaggtga aattcgtaga tattcggagg aacaccagag 
      601 gcgaaggcgg ccaactggtc cgagactgac gctgaggcgc gaaagcgtgg ggagcaaaca 
      661 ggattagata ccctggtagt ccacgccgta aacgatggat gctagccgtt ggtgggtata 
      721 ctcatcagtg gcgcagctaa cgcattaagc atcccgcctg gggagtacgg tcgcaagatt 
      781 aaaactcaaa ggaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa 
      841 gcaacgcgca gaaccttacc agctcttgac atcccgatcg cggttaccgg agacggtttc 
      901 cttcagctag gctggatcgg tgacaggtgc tgcatggctg tcgtcagctc gtgtcgtgag 
      961 atgttgggtt aagtcccgca acgagcgcaa ccctcgccct tagttgccag cattcagttg 
     1021 ggcactctaa ggggactgcc ggtgataagc cgagaggaag gtggggatga cgtcaagtcc 
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     1081 tcatggccct tacgggctgg gctacacacg tgctacaatg gcggtgacag tgggaaaatc 
     1141 cccaaaaacc gtctcagttc ggattgtcct ctgcaactcg ggggcatgaa ggtggaatcg 
     1201 ctagtaatcg tggatcagca tgccacggtg aatacgttcc cgggccttgt acacaccgcc 
     1261 cgtcacacca tgggagttgg ttctacccga agacggtgcg ctaacccg 
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Sample name: W48 

LOCUS  KX823358                1310 bp    DNA     linear   BCT 09-SEP-2016 
DEFINITION Rhodovulum sulfidophilum strain W48 16S ribosomal RNA gene, partial  
  sequence. 
ACCESSION KX823358 
VERSION KX823358 
KEYWORDS . 
SOURCE Rhodovulum sulfidophilum 
ORGANISM Rhodovulum sulfidophilum 
  Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodobacterales; 
  Rhodobacteraceae; Rhodovulum. 
REFERENCE 1 (bases 1 to 1310) 
AUTHORS Bunruk, P. and Kantachote, D. 
TITLE  Phosphorus removal in water from shrimp cultivation by purple non-sulfur  
  bacteria isolated from shrimp ponds 
JOURNAL Unpublished 
REFERENCE 2  (bases 1 to 1310) 
AUTHORS Bunruk,P. and Kantachote,D. 
TITLE  Direct Submission 
JOURNAL Submitted (08-SEP-2016) MICROBIOLOGY, PRINCE OF SONGKLA  
  UNIVERSITY, 15 KANGANAWANICH, HATYAI, SONGKHLA 90112,  
  Thailand 
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source  1..1310 
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                      /strain="W48" 
                      /db_xref="taxon:35806" 
rRNA             <1..>1310 
                      /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN 
        1  gtcgagcgaa cccttcgggg ttagcggcgg acgggtgagt aacgcgtggg aacgtgccct 
       61  tctctgcgga ataggctcgg gaaactgggt ttaataccgc atacgccctt cgggggaaag 
      121  atttatcgga gaaggatcgg cccgcgtctg attaggtagt tggtggggta atggcctacc 
      181  aagcctacga tcagtagctg gtttgagagg atgatcagcc acactgggac tgagacacgg 
      241  cccagactcc tacgggaggc agcagtgagg aatcttggac aatgggggaa accctgatcc 
      301  agccatgccg cgtgagcgat gaaggcctta gggttgtaaa gctctttcag tcgtgaagat 
      361  aatgacggta gcgacagaag aagccccggc taactccgtg ccagcagccg cggtaatacg 
      421  gagggggcta gcgttgttcg gaattactgg gcgtaaagcg cgcgtaggcg gactattaag 
      481  tcgggggtga aatcccgggg ctcaaccccg gaactgcctc cgatactggt agtctagagt 
      541  tcgagagagg tgagtggaat tccgagtgta gaggtgaaat tcgtagatat tcggaggaac 
      601  accagtggcg aaggcggctc actggctcga tactgacgct gaggtgcgaa agcgtgggga 
      661  gcaaacagga ttagataccc tggtagtcca cgccgtaaac gatgaatgcc agtcgtcggc 
      721  aagcatgctt gtcggtgaca cacctaacgg attaagcatt ccgcctgggg agtacggccg 
      781  caaggttaaa actcaaagga attgacgggg gcccgcacaa gcggtggagc atgtggttta 
      841  attcgaagca acgcgcagaa ccttaccaac ccttgacatc ctgatcgcgg ttacccgaga 
      901  gggtttcctt cagttcggct ggatcagtga caggtgctgc atggctgtcg tcagctcgtg 
      961  tcgtgagatg ttcggttaag tccggcaacg agcgcaaccc acactcttag ttgccagcat 
     1021 tcagttgggc actctaagag aactgccgat gataagtcgg aggaaggtgt ggatgacgtc 
     1081 aagtcctcat ggcccttacg ggttgggcta cacacgtgct acaatggcag tgacaatggg 
     1141 ttaatcccaa aaaactgtct cagttcggat tgttctctgc aactcgagag catgaagtcg 
     1201 gaatcgctag taatcgcgta acagcatgac gcggtgaata cgttcccggg ccttgtacac 
     1261 accgcccgtc acaccatggg agttgggttt acccgaagac ggtgcgccaa 
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