


   2.2.2 α -Naphthylamine
   2.2.3 Sulfanilic acid 1%
   2.2.4 Nessler’s reagent

3. การสอบถามขอมูลลักษณะทั่วไปของบอกุงและการจัดการบอกุง
สอบถามขอมลูลักษณะทัว่ไปของบอกุง ไดแก พืน้ที ่อายบุอกุง และขอมลูการจดัการบอกุง ได

แก อัตราการปลอยกุงลงเลีย้ง การใหอาหาร การใหออกซเิจน การใชสารเคมแีละยาปฏชีิวนะ

4. การศึกษาภาคสนาม
    4.1 สถานทีเ่กบ็ตวัอยาง บอกุงทีท่าํการศกึษาเปนบอเล้ียงกุงขาว (Litopenaeus  vannamai)แบบ

พฒันาทีอ่ยูในฟารมเดยีวกนัอยูในขอบเขตใกลเคยีงกนัในตาํบลน้าํนอย อําเภอหาดใหญ จงัหวดัสงขลา  
สําหรับดนิชดุควบคมุซึง่เปนดนิชดุเดยีวกบัดนิทีใ่ชเล้ียงกุงเปนดนิทีอ่ยูในบรเิวณใกลกบับอกุงทีเ่กบ็ตวั
อยางซึง่ไมเคยผานการเลีย้งกุงและไมไดรับน้าํจากบอเล้ียงกุง โดยมสีภาพพืน้ทีเ่ปนปาเสมด็ ทาํการเลอืก
เกบ็ตวัอยางตะกอนดนิจากบอเล้ียงกุงขาว จาํนวน 4 บอ โดยบอ 3A และ 3B เปนบอทีม่อีายกุารใชงาน 3 
ป มพีืน้ทีใ่กลเคยีงกนัคอืประมาณ 3.5 ไร แตมอัีตราการปลอยกุงความหนาแนนไมเทากนั ไดแก 90 ตวั/ตา
รางเมตร และ 125 ตวั/ตารางเมตรในบอ 3A และ 3B ตามลาํดบั ในอกี 2 บอทีท่าํการศกึษา คอื บอ 5A และ 
5B เปนบอทีม่อีายกุารใชงาน 5 ป มพีืน้ทีป่ระมาณ 3 ไร และปลอยกุงลงเลีย้งในอตัราความหนาแนนเทา
กนัคอื 146 ตวั/ตารางเมตรรายละเอยีดดงัตารางที ่3 และภาพประกอบที ่1

ตารางที่ 3 ขอมูลท่ัวไปของบอเล้ียงกุงขาวที่เก็บตัวอยางเพื่อการศึกษา

บอ ขนาด (ไร) อัตราความหนาแนน
(ตัว/ตารางเมตร)

วิธีการเลี้ยง ระยะเวลาการใชบอเล้ียงกุง
(ป)

3A

3B

5A

5B

3.5

3.5

3

3

90

 125

146

146

แบบพัฒนา

แบบพัฒนา

แบบพัฒนา

แบบพัฒนา

เล้ียงกุงมาเปนเวลา 3 ป

เล้ียงกุงมาเปนเวลา 3 ป

เล้ียงกุงมาเปนเวลา 5 ป

เล้ียงกุงมาเปนเวลา 5 ป
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ภาพประกอบที่ 1   สภาพของบอเล้ียงกุงขาวที่ใชเก็บตัวอยางเพื่อการศึกษา  โดยภาพ  ก
    เปนบอที่ เล้ียงกุงมาเปนเวลา  3  ป  สวนภาพ  ข  เปนบอที่เล้ียงกุง

   มาเปนเวลา  5  ป



   4.2  จุดเก็บตัวอยาง
         4.2.1 สุมเก็บตัวอยางตะกอนดินจํานวน 10 จุด ตามเสนทแยงมุมของบอ ดังภาพ

หมายเหตุ      เครื่องหมาย            แสดงจุดเก็บตัวอยาง

           4.2.2  ระดับความลึกที่เก็บ การเก็บตัวอยางตะกอนดินใชอุปกรณเก็บตะกอนดินซึ่ง
เปนทอพีวีซีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1  เซนติเมตร ยาว 40 เซนติเมตร ปกลงไปบนพื้นบอและดึงขึ้น
มา ดันตะกอนดินที่อยูในทอออกมาตัดแบงตัวอยางออกเปนสองทอนๆ ละ 5 เซนติเมตร โดยวัด
ความยาวจากสวนบนสุดของทอนดินลงมา 5 เซนติเมตร (ระดับความลึกจากผิว   - 5 เซนติเมตร) 
และ 10 เซนติเมตร (ระดับความลึก > 5 – 10 เซนติเมตร) ตามลําดับ (ดูภาพประกอบที่  2) รวมตัว
อยางตะกอนดินที่ไดจากความลึกเดียวกันเขาดวยกัน เพื่อเปนตัวอยางรวม (composite sample) เก็บ
ตัวอยางตะกอนดินทั้งหมดใสถุงพลาสติกเขียนฉลากติดไว แลวแชตัวอยางในถังน้ําแข็งเพื่อรักษา
คุณภาพของตัวอยาง (ไมใหถูกความรอนและแสง) และปองกันการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย 
จากนั้นรีบนํามายังหองปฏิบัติการทันทีเพื่อทําการวิเคราะหทางจุลชีววิทยา ในสวนของดินที่จะใช
วิเคราะหสมบัติทางเคมี-กายภาพใชตะกอนดินที่ 0 – 10 เซนติเมตร เก็บรักษาตัวอยางโดยแชตัวอยาง
ในถังน้ําแข็ง เมื่อนํามายังหองปฏิบัติการแลวทําการวิเคราะห pH และ การนําไฟฟา และแบงตัวอยาง
ดินในสวนที่จะทําการวิเคราะหธาตุอาหาร (แอมโมเนียม ไนไตรท ไนเตรท) เก็บที่ -20 องศา
เซลเซียสเพื่อรอการวิเคราะห ตัวอยางตะกอนดินอีกสวนหนึ่งนํามาผึ่งลมจนแหง บดตัวอยางตะกอน
ดินดวยโกรงบดดิน รอนดินผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร เก็บสวนที่ผานตะแกรง (ขนาดเล็กกวา 2 
มลิลิเมตร) ไวในภาชนะมฝีาปด พรอมทัง้ปดปายหมายเลขนาํไปวเิคราะหอินทรยีวตัถุ อินทรยีคารบอนและ
ไนโตรเจนรวมตอไป  นาํตะกอนดนิสวนหนึง่ทีร่ะดบัความลกึ   5  - 10   เซนตเิมตร  และ   > 5 – 10 
เซนติเมตร รวมทัง้ตะกอนดนิที ่ 0 – 10 เซนติเมตร ไปหาคาความชืน้ในดนิ เพือ่ใชในการคํานวณบาง
พารามิเตอรที่ตรวจวัดตอหนวยกรัมน้ําหนักแหง
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ภาพประกอบที่ 2   ลักษณะตัวอยางตะกอนดินบอเล้ียงกุงขาวที่เก็บตัวอยางเพื่อการศึกษา
  โดยภาพ ก เปนดินตัวอยางที่เก็บและดันออกมาจากทอพีวีซี และภาพ ข
   เปนการแบงตัวอยางเปน 2 สวน สวนบนเปนตะกอนดินที่ระดับความลึก
   จากผิว-5 เซนติเมตรและสวนลางเปนตะกอนดินที่ระดับความลึก
    > 5 – 10 เซนติเมตร



5. การวิเคราะหสมบัติทางเคมี-กายภาพของตะกอนดิน
ทําการสกัดธาตุอาหาร (แอมโมเนียม  ไนไตรท  ไนเตรท)  จากตะกอนดินดวยโพแทสเซียม

คลอไรด 2.0 โมลาร ทําการกรองสารละลายที่ไดโดยใชการผานกระดาษกรอง Whatman ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลวทําการวิเคราะหแอมโมเนียม  ไนไตรท  ไนเตรท ดูวิธีการวิเคราะหในภาพประกอบที่ 
3  และตารางที่ 4

5.1 แอมโมเนียม วิเคราะหโดยวิธี modified indophenol  (Sasaki and Sawada, 1980)
5.2 ไนไตรท   วิเคราะหโดยวิธี diazotization (Bendschneider and Robinson, 1952)
5.3 ไนเตรท     วิเคราะหโดยนําตัวอยางน้ําผาน cadmium reduction column แลววิเคราะห

ปริมาณไนโตรเจนในรูปของไนเตรทโดยใชวิธี diazotization
5.4 ความชื้นในดิน  (Moisture content) อบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน
5.5 ความเปนกรดและดาง (pH) (Thomas, 1996)  ใชสารละลายโพแทสเซียม   คลอไรด 1

โมลาร เปนสารสกัด โดยใชอัตราสวนของดินตอสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด เทากับ 1 : 5 วัด
คา pH โดยใช  pH meter

5.6 การนําไฟฟา (electrical conductivity) ใชอัตราสวนของดินตอน้ําเทากับ 1:5 แลววัดคา
การนําไฟฟาของสารละลายโดยใชเครื่อง conductivity meter

5.7 ไนโตรเจนรวม (TKN) โดยวิธี Kjeldahl  method (Bremner, 1996)
5.8 อินทรียวัตถุและอินทรียคารบอน โดยวิธี Walkey - Black method (Walkey and Black,

1934) โดยวิเคราะหอินทรียคารบอนกอนแลวจึงเปลี่ยนเปนอินทรียวัตถุ
เนื่องจากอินทรียวัตถุประกอบดวยอินทรียคารบอน 58 เปอรเซ็นต ดังนั้น
เปอรเซ็นตของอินทรียวัตถุ =              %  อินทรียคารบอน  x  1.7241
5.9 อัตราสวนของคารบอนและไนโตรเจนรวม (C/N ratio)   เปนอัตราสวนระหวางปริมาณ

อินทรียคารบอนกับ TKN



ตารางที่ 4   ชนิดของการตรวจและวิธีวิเคราะหตะกอนดิน

ชนิดของการตรวจ วิธีวิเคราะห อางอิง
1. pH
2. การนําไฟฟา

3. ความชื้น
4. แอมโมเนียม
5. ไนไตรท

6. ไนเตรท

7.  อินทรียวัตถุและอินทรียคารบอน
8. ไนโตรเจนรวม (TKN)
9.  total bacterial count
10. Azotobacteraceae
11. ammonifiers
12. ammonia oxidizing bacteria
13. nitrite oxidizing bacteria
14. denitrifiers

soil in 1M KCl (1 : 5) method
soil in water (1 : 5) method

105 oC  overnight
modified indophenol

diazotization

cadmium reduction column และ
diazotization

Walkey-Black method
Kjeldahl method

standard plate count
standard plate count

most probable number
most probable number
most probable number
most probable number

Thomas, 1996
-

-
Sasaki and Sawada, 1980

Bendscheider and Robinson,
1952
Bendscheider and Robinson,
1952

Walkey-Black, 1934
Bremner, 1996
Rodina, 1972
Rodina, 1972
Rodina, 1972
Rodina, 1972
Rodina, 1972
Rodina, 1972

6.  การศึกษาปริมาณแบคทีเรียในวัฏจักรไนโตรเจน
นําตัวอยางตะกอนดิน 10 กรัม เติมสารละลาย 0.85% normal saline 90 มิลลิลิตร ลงไป ได

กําลังเจือจางเปน 10-1 นําไปเขยาใหเขากันดีดวยเครื่องเขยาเปนเวลา 10 นาที วางทิ้งไวใหดินตก
ตะกอนประมาณ 5 นาที ดูดเอาน้ําบริเวณผิวหนาดินขึ้นมาแลวเจือจางดวยสารละลาย 0.85% normal 
saline ลงครั้งละ 10 เทาและนํามาใชจํานวน 3 ระดับที่ติดตอกัน นําไปวิเคราะห total bacterial count 
(TBC), ammonifiers, ammonium oxidizing bacteria (AOB), nitrite oxidizing bacteria (NOB), denitrifiers 
และ azotobacteraceae  ดวูธีิการวเิคราะหในตารางที ่4  และภาพประกอบที ่4
 



6.1 การหา total bacterial count
       นําตัวอยางดินที่เจือจางแลวในชวงที่เหมาะสม เชน 10-4 – 10-6 แตละกําลังเจือ

จางทํา 2 ซํ้า ดูดมา 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยใหทั่วผิวอาหาร standard plate count agar  จากนั้นนํามาบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน แลวนํามานับจํานวนของแบคทีเรียทั้งหมดจากกําลังเจือ
จางที่ใหจํานวนโคโลนี 30 – 300 โคโลนี

6.2  การวิเคราะหปริมาณ  azotobacteraceae
       เติมตัวอยางดินที่เจือจางแลวแตละกําลังเจือจางโดยทํา 2 ซํ้า ดูดมา 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ย

ใหทั่วผิวอาหาร N2- free medium จากนั้นนํามาบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48-72 ช่ัว
โมง แลวสังเกตลักษณะโคโลนีบนผิวอาหารซึ่งมักมีลักษณะมัน เยิ้ม ใส ขุน มีสีหรือไมมีก็ไดทั้ง
ขนาดเล็กและใหญ จากนั้นนับจํานวนทั้งหมดจากกําลังเจือจางที่ใหจํานวนโคโลนี 30 – 300 โคโลนี

6.3  การวิเคราะหปริมาณ  ammonifiers
       เติมตัวอยางดินที่เจือจางแลวแตละกําลังเจือจางในชวง 10-1 – 10-3 ลงใน peptone broth 

อยางละ 1 มิลลิลิตร โดยทํา 3 กําลังเจือจางตอกัน แตละกําลังเจือจางทํา 4 ซํ้า แลวนําหลอดทั้งหมด
รวมทั้งหลอดควบคุม (ไมเติมตัวอยาง) ไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั้น
ตรวจสอบการเกิดแอมโมเนียโดยหยด Nessler’ s reagent ใน spot plate โดยดูดมา 1 มิลลิลิตร จาก
แตละหลอดลงไปผสมใหเขากัน ถาเกิดสีเหลืองจนถึงสีน้ําตาลแสดงวามีแอมโมเนียเกิดขึ้นแลวโดย
เทียบกับหลอดควบคุม นําจํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปหาจํานวนแบคทีเรียจากตาราง MPN ในภาค
ผนวก ง

6.4  การวิเคราะหปริมาณ  ammonium oxidizing bacteria (AOB)
       เติมตัวอยางดินที่เจือจางแลวแตละกําลังเจือจาง ลงใน nitrite- formation medium อยาง

ละ 1 มิลลิลิตร โดยทํา 3 กําลังเจือจางตอกัน โดยแตละกําลังเจือจางทํา 4 ซํ้า แลวนําหลอดทั้งหมด
รวมทั้งหลอดควบคุม (ไมเติมตัวอยาง) ไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห จาก
นั้นตรวจสอบการเกิดไนไตรทโดยหยดตัวอยางลงใน spot plate แตละหลุมจากแตละหลอดจากนั้น
หยด sulfanilic acid 1% ลงไป 1 หยด และ naphthylamine  ที่หยดผสมใหเขากัน หากมีไนไตรทจะ
เกิดสีแดงหรือสีชมพู นําจํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปหาจํานวนแบคทีเรียจากตาราง MPNในภาค
ผนวก ง

6.5 การวิเคราะหปริมาณ  nitrite oxidizing bacteria (NOB)
       เติมตัวอยางดินที่เจือจางแลวแตละกําลังเจือจางลงใน nitrate- formation medium อยาง

ละ 1 มิลลิลิตร โดยทํา 3 กําลังเจือจางตอกัน โดยแตละกําลังเจือจางทํา 4 ซํ้า แลวนําหลอดทั้งหมด
รวมทั้งหลอดควบคุม (ไมเติมตัวอยาง) ไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห แลว



ทดสอบวามีไนไตรทหรือไม หากหลอดใดไมมีไนไตรทแสดงวาไนไตรทอาจถูกเปลี่ยนเปนไนเต
รทโดยสมบูรณ ทดสอบการเกิดไนเตรท โดยหยด diphynylamine 2-3 หยด หากมีไนเตรทจะมีสีน้ํา
เงิน นําจํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปหาจํานวนแบคทีเรียจากตาราง MPN ในภาคผนวก ง

6.6  การวิเคราะหปริมาณ  denitrifiers
        เตมิตวัอยางดนิทีเ่จอืจางแลวแตละกาํลังเจอืจางลงใน nitrate broth  อยางละ 1 มลิลิลิตร โดยทาํ 3 

กาํลังเจอืจางตอกนั  โดยแตละกาํลังเจอืจางทาํ 4 ซํ้า แลวนาํหลอดทัง้หมดรวมทัง้หลอดควบคุม   (ไมเติมตัว
อยาง)  ไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  ตรวจสอบการเกิดกาซในหลอด  
Durham     tube  ถาหากไนเตรทถกูรีดวิซไปเปนกาซไนโตรเจน   อาหารดงักลาวจะตองมไีนเตรทนอยลงหรอื
ไมมเีลยและจะเกดิกาซในหลอด  Durham tube  ทดสอบไนเตรทเชนเดยีวกบัการเกดิออกซเิดชนั ไนไตรทเปนไน
เตรท       หากไมมสีีเกดิขึน้หรือสีออนแสดงวาไนเตรทถกูใชไป    นาํจาํนวนหลอดทีใ่หผลบวกไปหาจาํนวน
แบคทเีรียจากตาราง MPN ในภาคผนวก  ง

7. วิธีประมวลผล
วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS for Windows version 12 

โดยแบงการวิเคราะหเปน
7.1  ขอมูลสมบัติทางเคมี-กายภาพและปริมาณแบคทีเรียในวัฏจักรไนโตรเจนในตะกอนดิน 

ใชสถิติเชิงพรรณา หาคาเฉลี่ย (Mean), คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation), คาต่ําสุด 
(minimum), คาสูงสุด (maximum) และคาพิสัย (range) 

7.2  วิเคราะหหาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญหรือไมของปริมาณแบคทีเรียในวัฏ
จักรไนโตรเจนในตะกอนดินระหวางที่ระดับความลึกจากพื้นบอ ถึง 5.0  เซนติเมตร กับที่ระดับ
ความลึกมากกวา 5.0 เซนติเมตร ถึง 10.0 เซนติเมตร เนื่องจากปริมาณแบคทีเรียในตะกอนดินแตละ
ช้ันเปนอิสระตอกัน  จึงใชการทดสอบแบบ  independent  sample  t–test

7.3  วิเคราะหหาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญหรือไมของแตละพารามิเตอรที่ตรวจสอบ
ระหวางดินชุดควบคุมกับตะกอนดินบอกุงที่มีอายุการใชงาน 3 ป และ 5 ป  โดยใชการวิเคราะห
แบบ one-way ANOVA  ซ่ึงการวิเคราะหแบบนี้จะวิเคราะหกับกลุมยอยที่มีหลายกลุม จะวิเคราะห
พรอมกันทีเดียว ถาไมพบความแตกตางระหวางกลุมก็จะไมตองวิเคราะหตอ แตถาพบความแตกตาง
จึงจะวิเคราะหวากลุมใดแตกตางกันโดยใช post hoc multiple comparisons

7.4  ศึกษาความสัมพันธของแบคทีเรียในวัฏจักรไนโตรเจนและสมบัติทางเคมี-กายภาพ
ของตะกอนดินของบอเล้ียงกุงขาว โดยใชสถิติ Spearman rank correlation เพื่ออธิบายความสัมพันธ
ระหวางพารามิเตอรทั้งหมด




