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บทคัดยอ 

การศึกษาประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรท-ไนโตรเจนของคอลัมนกํามะถัน-หินปูน ในตูเล้ียงปลาคารพ 
(Cyprinus carpio) เปนระยะเวลา 60 วัน โดยแบงการทดลองออกเปน 2 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซ้ํา 
ประกอบดวย ชุดควบคุม (ไมใสคอลัมนกํามะถัน-หินปูน) และชุดทดลอง (ใสคอลัมนกํามะถัน-หินปูน) พบวาปริมาณ
ไนเตรท-ไนโตรเจนในชุดควบคุมและชุดทดลองมีความแตกตางกันต้ังแตวันที่ 18 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
สวนปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจนไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ตลอดการทดลอง สวน
ปริมาณแอมโมเนียรวมมีความแตกตางกันต้ังแตวันที่ 15 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) นอกจากน้ีปริมาณ                   
ออกซิเจนละลายน้ําไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ตลอดการทดลอง แตคาความเปนกรด                     
เปนดางมีความแตกตางกันต้ังแตวันที่ 10 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งตลอดการทดลองคานํ้าหนักเฉล่ีย และ
คาความยาวรวมเฉล่ียของปลาคารพ ในชุดทดลองมีคามากกวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

ABSTRACT 
Efficacy of sulfur-limestone column on nitrate-nitrogen removal in fancy carp (Cyprinus carpio) aquaria 

was studied for 60 days. The experiment was divided into two treatments in three replications: the first treatment, 
without sulfur-limestone column, served as control and the second treatment, with sulfur-limestone column. There 
were significant differences of nitrate-nitrogen and total ammonia concentration between the treatments (P<0.05) 
detected at day 18 and 15, respectively. For nitrite-nitrogen concentration, there was no significant difference 
between the treatments (P>0.05). Additionally, the results showed no significant difference (P>0.05) of dissolved 
oxygen (DO), whereas there was a significant difference of pH between the treatments (P<0.05) at day 10. After 
finished the experiment, average final weight and average final total length of the second treatment were 
significantly greater than the control (P<0.05). 
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BMO3-2 
บทนํา 

       การเล้ียงสัตวนํ้าระบบปด โดยทั่วไปนั้นจะเกิด
การสะสมของสารอนินทรี ย -ไนโตร เ จน  ใน
หลากหลายรูปแบบแตกตางกัน ไดแก แอมโมเนีย-
ไนโตรเจน (NH3-N) ไนไตรท-ไนโตรเจน (NO2

--N) 
และไนเตรท-ไนโตรเจน (NO3

--N) ตลอดระยะเวลา
ของการเลี้ยงสัตวนํ้า ซึ่งมีสาเหตุจากเศษอาหาร และ
สิ่งขับถายของสัตวนํ้าเปนสําคัญ โดยสารอนินทรีย-
ไนโตร เจน  ลํ า ดับแรก เ กิดจากการย อยสลาย
สารอินทรียผานกระบวนการ Ammonification ได
แอมโมเนียม-ไนโตรเจน  จากนั้นแอมโมเนียม-
ไนโตรเจน จะถูกเปล่ียนเปนไนไตรท-ไนโตรเจน 
และไน เ ต รท -ไนโตร เ จน  ด ว ย ก ร ะบวนก า ร 
Nitrification ตามลําดับ (สุบัณฑิต, 2548) ซึ่งไนเตรท-
ไนโตรเจนจะเปนผลผลิตสุดทายของกระบวนการ 
Nitrification และไนเตรท-ไนโตรเจนที่ไดถือเปน
สารอาหารที่สําคัญตอการเจริญเติบโตของแพลงก
ตอนพืช และสาหราย ดังน้ันการมีไนเตรท-ไนโตรเจน
ในระบบการเล้ียงสัตวนํ้า จึงเปนสาเหตุสําคัญของการ
เจริญเติบโตของแพลงกตอนพืช และสาหราย สงผล
ใหทัศนียภาพภายในตู เ ล้ียงสัตว นํ้ าไมสวยงาม 
นอกจากนี้ไนเตรท-ไนโตรเจนยังมีความเปนพิษตอ
สัตวนํ้า แมวาความเปนพิษของไนเตรท-ไนโตรเจน 
จะนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับความเปนพิษของ
แอมโมเนีย-ไนโตรเจน และไนไตรท-ไนโตรเจน แต
ถ า ก า รสะสมขอ ง ไน เ ต รท -ไนโตร เ จน  จ า ก
กระบวนการ Nitrification เพ่ิมสูงขึ้น จะกอใหเกิด
ความเปนพิษตอสัตวนํ้า ซึ่งมีสาเหตุหลักจากการ
เปลี่ยนรูปของไนเตรท-ไนโตรเจนเปนไนไตรท-
ไนโตรเจน โดยอาศัยแบคทีเรียภายในระบบทางเดิน
อาหารของตัวสัตวนํ้า ซึ่ง Environment Canada, 
(2003) กลาววา ไนไตรท-ไนโตรเจนที่ไดจะถูกดูดซึม
เขาสูกระ แสเลือด และทําปฏิกิริยากับฮีโมโกลบิน 
( Hemoglobin)  ก ล า ย เ ป น เ ม ธี โ ม โ ก ล บิ น   
(Methemoglobin) ทําใหความ สามารถในการลําเลียง

ออกซิเจนลดลงจึงเปนสาเหตุ  ของโรคเลือดสีนํ้าตาล 
(Brown blood disease) โดย Camargo et al. (2005) 
ไดแนะนําปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจนสําหรับสัตวนํ้า

จืดและสัตวนํ้าเค็มไมควรมากกวา 2 และ 20 mg NO
3

-

-N/L ตามลําดับ ดังน้ัน การบําบัดไนเตรท-ไนโตรเจน 
ในระบบการเลี้ยงสัตวนํ้าจึงมีความสําคัญตอสุขภาพ
สัตวนํ้าทั้งทางตรงและทางออม โดยกระบวนการ
บําบัดไนเตรท-ไนโตรเจน มีหลาก หลายวิธี ไดแก 
วิธีการทางกายภาพ วิธีการทางเคมี และวิธีการทาง
ชีวภาพ (ศิริวัฒน, 2544) แตโดยทั่วไปแลวนิยมใช
กระบวนการทางชีวภาพ เน่ืองจากเปนวิธีการท่ีลด
ตนทุน และมีประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรท-
ไนโตรเจน  ( วิธู , 2546) ซึ่งกระบวนการ 
Denitrification ถือเปนแนวทางหน่ึงในการบําบัดไน
เตรท-ไนโตรเจน โดยอาศัยกระบวนการเปล่ียนไนเต
รท-ไนโตรเจนเปนกาซไนโตรเจนดวยแบคทีเรียใน
กลุม Denitrifying bacteria ซึ่งมีการทดลองโดย กิตติ 
(2535) และ สุรัชดา (2544) ในการใชแบคทีเรีย 
Thiobacillus denitrificans รวมกับกํามะถัน (Sulfur) 
และหินปูน  (Limestone) ในการบําบัดไนเตรท -
ไนโตรเจน  จาก นํ้าสั ง เคราะหซึ่ งแบคที เรี ย  T. 
denitrificans จะใชไนเตรทเปนตัวรับอิเล็กตรอน โดย
มีกํามะถันเปนตัวใหอิเล็กตรอน และมีหินปูนชวย
รักษาสมดุลของคาความเปนกรดเปนดาง  จึงไดนํา
เทคนิคและวิธีการดังกลาวมาประยุกตใชกับการ
เพาะเลี้ยงสัตวนํ้า 
 

วัตถุประสงค 
       ศึกษาประสิทธิภาพในการบําบัดไนเตรทของ
แบคทีเรีย Thiobacillus denitrificans ในการเล้ียงสัตว
นํ้า 
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BMO3-3 
อุปกรณและวิธีการวิจัย 

       การวางแผนการทดลอง 
       การทดลองวางแผนแบบสุมตลอด (Completely 
randomized design) โดยแบงชุดการทดลองออกเปน 
2 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซ้ํา แตละซ้ํามี
ปลาคารพที่ไดจากการสุมจํานวน 10 ตัว ทําการ
ทดลอง 60 วัน ดังน้ี 
       ชุดการทดลองที่ 1 ไมใสคอลัมนบําบัดไนเตรท 
(ชุดควบคุม) 
       ชุดการทดลองท่ี 2 ใสคอลัมนบําบัดไนเตรท (ชุด
ทดลอง) 
       การเตรียบแบคทีเรีย Thiobacillus denitrificans 
(DSM 12475) สําหรับการทดลอง (ดัดแปลงจาก 
Claus and Kutzner, 1985; Krishna and Philip, 2005)  
       1.  เลี้ยงแบคทีเรีย Thiobacillus denitrificans 
(DSM 12475) ตามสูตรอาหาร 832 THIOBACILLUS 
DENITRIFICANS II MEDIUM ดวยอาหารเหลวท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 48-72 ช่ัวโมง 
ดวยเครื่องผสมสารละลายชนิดแนวขวาง (Shaker) ที่
ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 
       2.  นําแบคทีเรีย T. denitrificans จากขอ 1 เขา
เครื่องปนเหว่ียง (Microcentrifuge) ที่ความเร็วรอบ 
8,100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที แลวลางดวยนํ้าเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต 1-
2 ครั้ง เก็บรักษาแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
       การเตรียมตูปลาทดลอง  
       การทดลองใชตูปลาขนาด 30×50×30 เซนติเมตร 
(กวาง×ยาว×สูง) ลางทําความสะอาด พรอมทั้งติดต้ัง
ชุดกรองใตช้ันกรวด และอุปกรณใหอากาศ โดยชุดที่
ไมใสคอลัมนบําบัดไนเตรท ปมนํ้าที่ผานการกรองใต
ช้ันกรวดกลับสูตูทดลอง แตชุดที่ใสคอลัมนบําบัดไน
เตรท ปมนํ้าที่ผานการกรองใตช้ันกรวดเขาสูคอลัมน
บําบัด ไนเตรทกอนปลอยกลับตูทดลอง โดยเตรียมนํ้า
กอน เริ่มการทดลองเปนระยะเวลา 3 วัน  
 

 
       การเตรียมสัตวทดลอง  
       การทดลองใชปลาคารพ (Cyprinus carpio) ที่
ความยาวรวมเฉล่ีย 8.23±0.46 เซนติเมตร และน้ําหนัก
เฉล่ีย 7.59±1.05 กรัม โดยปรับสภาพกอนการทดลอง 
ดวยการ เลี้ ยงในถังไฟเบอรกลาสปริมาตร  0.5 
ลูกบาศกเมตร และเล้ียงดวยอาหารสําเร็จรูปโปรตีน 
40 เปอรเซ็นต โดยใหอาหาร 2 ครั้งตอวัน มีการให
อากาศ  และเป ล่ียนถ าย นํ้ าอย างสม่ํ า เสมอเปน
ระยะเวลา 1 สัปดาห 
       ทําการสุมปลาคารพหลังจากปรับสภาพ เพ่ือช่ัง
นํ้าหนัก และวัดความยาวรวม กอนปลอยปลาลงตู
ทดลอง ตูละ 10 ตัว โดยไมมีการเปลี่ยนถายนํ้าตลอด
ระยะเวลาการทดลอง   
       การเตรียมคอลัมนบําบัดไนเตรท 
       คอลัมนบํ าบัดไน เตรท  ประกอบด วย  เม็ ด
กํามะถัน เปลือกหอยนางรมบด (แทนหินปูน) และ
แบคทีเรีย      T. denitrificans โดยมีวิธีการเตรียม ดังน้ี 
       1.  บรรจุเม็ดกํามะถันและเปลือกหอยนางรมบด 
ในอัตราสวน 1 : 1 (ปริมาตร : ปริมาตร) โดยบรรจุ
เม็ดกํามะถันและเปลือกหอยนางรมบด ลงในถุงตา
ขายกอนใสถุงเม็ดกํามะถันในช้ันลาง และถุงเปลือก
หอยนางรมบดในช้ันบนของคอลัมนบําบัดไนเตรท 
ตามลําดับ 
       2.  นําแบคทีเรีย T. denitrificans ปริมาณ 200 
มิลลิลิตร ที่คาการดูดกลืนแสง (Optical density) 
เทากับ 1.0 ใสในคอลัมนบําบัดไนเตรทจนทวมเม็ด
กํามะถัน  
       3.  ปมนํ้าที่ผานการกรองใตช้ันกรวดเขาสูคอลัมน
บําบัดไนเตรท โดยกําหนดอัตราไหลของนํ้าจาก
คอลัมนบําบัดไนเตรทกลับสูตูทดลองที่อัตราไหล 0.1 
ลิตรตอช่ัวโมง 
       การตรวจวิเคราะหคุณภาพนํ้า ดังน้ี 
       1.  ปริมาณออกซิเจนละลายนํ้า (DO Meter; YSI 
Professional Plus) วิเคราะหทุกวัน 
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       2.  คาความเปนกรดเปนดาง (pH Meter; YSI 
Professional Plus) วิเคราะหทุกวัน 
       3.  แอมโมเนียรวม (Koroleff’ s Indophenol Blue 
Method) วิเคราะหทุก 3 วัน 
       4.  ไนไตรท-ไนโตรเจน (Colorimetric Method) 
วิเคราะหทุก 3 วัน  
       5.  ไนเตรท-ไนโตรเจน (Cadmium Reduction 
Method) วิเคราะหทุก 3 วัน 
       ตรวจสอบอัตราการเจริญเติบโตของปลา ดังน้ี 
       1.  นํ้าหนักตัว (Body weight) ทุก 15 วัน 
       2.  ความยาวรวม (Total length) ทุก 15 วัน 
       3.  อัตรารอดตาย (Survival Rate) เมื่อสิ้นสุดการ
ทดลอง 
       การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
       วิ เคราะหความแตกตางทางสถิ ติจากขอมูล   
คุณภาพนํ้า และอัตราการเจริญเติบโต โดยใชการทด 
สอบความแตกตางของคาเฉล่ีย 2 กลุมประชากร Two-
Independenct Samples Test ที่ระดับความเช่ือมั่น 
95%  ดวยโปรแกรมสถิติสําเร็จรูป      
 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
       ผลการศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต  
ของปลาคารพ ในชุดควบคุม (ไมใสคอลัมนบําบัด     
ไนเตรท) และชุดทดลอง (ใสคอลัมนบําบัดไนเตรท)
พบวาคานํ้าหนักเฉล่ีย และคาความยาวรวมเฉล่ีย      
ของปลาในชุดควบคุมมีค านอยกว า ชุดทดลอง          
โดยมีความแตกต างอย า งมี นั ยสํ าคัญทางสถิ ติ     
(p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 1 และ 2 ตามลําดับ สวน
อัตรารอดมีคาเทากับ 96 และ 100 เปอรเซ็นต ในชุด
ควบคุมและชุดทดลองตามลําดับ ซึ่งมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
 
 
 

กราฟแสดงน้ําหนักเฉล่ียของปลาคารพ
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ภาพท่ี 1  แสดงนํ้าหนักเฉลี่ยของปลาคารพ (กรัม) 

 
กราฟแสดงความยาวรวมเฉลี่ยของปลาคารพ
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ภาพท่ี 2  แสดงความยาวรวมเฉลี่ยของปลาคารพ 

                     (เซนติเมตร) 
 
สวนผลการศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพนํ้า พบ       วา
ปริมาณออกซิเจนละลายนํ้าของชุดควบคุมและ      ชุด
ทดลอง  ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง        
สถิติ (p>0.05) ตลอดการทดลอง ดังแสดงในภาพท่ี 3 
 

กราฟแสดงปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา
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ภาพท่ี 3  แสดงปริมาณออกซิเจนละลายนํ้า (DO) 

 
สวนคาความเปนกรดเปนดาง (pH) พบวาชุดควบคุม
และชุดทดลอง มีความแตกตางกันต้ังแตวันที่  10 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p<0.05) โดยมีคาเฉล่ีย
เทากับ 6.99±0.05 และ 7.26±0.03 ตามลําดับ ดังแสดง
ในภาพท่ี 4 
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กราฟแสดงคาความเปนกรดเปนดาง (pH)
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ภาพท่ี 4  แสดงคาความเปนกรดเปนดาง (pH) 
 
ซึ่งพบวาคา pH ของชุดควบคุมมีคาลดตํ่าลงตลอด
ระยะเวลาการทดลอง และมีคาเฉล่ียตลอดการทดลอง
เทากับ 5.82 ซึ่ง สุบัณฑิต (2548) กลาววา การเกิด
กระบวนการ Nitrification จะทําใหเกิดสภาวะที่เปน
กรดเน่ืองจากกระบวนการแตกตัวของแอมโมเนียม-
ไนโตรเจน เพ่ือเปล่ียนเปนไนไตรท-ไนโตรเจน จะทํา
ใหเกิดไฮโดรเจนอิออน 2H+ ดังสมการที่ 1 
 
NH4

+ + 1.5O2       NO2
- + H2O + 2H+ + พลังงาน    (1) 

 
แต เ มื่ อ เ ป รี ย บ เ ที ย บ กับ ชุ ดทดลอ งที่ ป ริ ม าณ      
แอมโมเนียรวมตํ่ากวาชุดควบคุม แตคา pH กลับสูง     
กวาก็เน่ืองมาจากการใชแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ของ
แบคทีเรีย T. denitrificans ดังสมการที่ 2 (Batchelor 
and Lawrence, 1978) 
 
55S + 20CO2 + 50NO3

- + 38H2O + 4NH4
+                

4C5H7O2N + 25N2 + 55SO4
2- + 64H+    (2) 

           
สงผลใหการเปล่ียนแอมโมเนียม-ไนโตรเจนเปน        
ไนไตรท-ไนโตรเจน บางสวนหายไปดวยกระบวนการ 
ของแบคทีเรีย T. denitrificans จึงทําใหการเกิด 2H+ 

ลดลง แตจากกระบวนการบําบัดไนเตรท-ไนโตรเจน 
ของแบคทีเรีย T. denitrificans จะไดไฮโดรเจนอิออน 
64H+ ดังสมการที่ 2 ซึ้งกอใหเกิดสภาวะที่เปนกรด
เชนกัน แตเน่ืองจากการใสเปลือกหอยนางรมบดซึ่ง

ใชแทนหินปูนจึงชวยรักษาสมดุลของคา pH ของชุด
ทดลองใหคงที่ได 

กราฟแสดงปริมาณแอมโมเนียรวม (TAN)
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     ภาพท่ี 5  แสดงปริมาณแอมโมเนียรวม 
 

นอกจากน้ีปริมาณแอมโมเนียรวมในชุดควบคุม
และชุดทดลอง มีความแตกตางกันต้ังแตวันที่ 15      
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งมีคาเฉล่ียเทากับ 
0.64±0.20 และ 0.32±0.03 mg/L ตามลําดับ โดยชุด
ควบคุมมีคาเฉล่ียเพ่ิมขึ้นตลอดการทดลอง และมี
ปริมาณแอมโมเนียรวมเฉลี่ยตลอดการทดลองเทากับ 
9.69 mg/L สวนชุดทดลองมีปริมาณแอมโมเนียรวม
เฉล่ียตลอดการทดลองเทากับ 0.42 mg/L ซึ่ง
สอดคลองกับสมการที่ 2 ในการใชแอมโมเนียม-
ไนโตรเจน ของแบคทีเรีย T. denitrificans 

กราฟแสดงปริมาณไนไตรท (NO2
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ภาพท่ี 6  แสดงปริมาณปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจน 

 

สวนปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจนในชุดควบคุม  
และชุดทดลอง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ          
ทางสถิติ (p>0.05) ตลอดการทดลอง แตจากภาพที่ 6 
พบวาปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจนในชุดทดลองสูง
กวาชุดควบคุม ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการ 
Denitrification ที่ไมสมบูรณทําใหเกิดการเปล่ียนไน
เตรท-ไนโตรเจน กลับมาเปนไนไตรท-ไนโตรเจน 
ในชวงแรกของการทดลอง 
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กราฟแสดงปริมาณไนเตรท (NO3
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ภาพท่ี 7  แสดงปริมาณปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจน 

 

สวนปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจน ในชุดควบคุม
และชุดทดลอง มีความแตกตางกันต้ังแตวันที่ 18 อยาง        
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งมีคาเฉล่ียเทากับ 
9.28±0.04 และ 9.07±0.09 mg NO3

--N/L โดยชุด
ควบคุมมีปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจน เพ่ิมขึ้นตลอด  
การทดลองซึ่งมีคาเฉลี่ยตลอดการทดลองเทากับ     
14.28 mg NO3

--N/L สวนชุดทดลองมีคาเฉล่ียไนเต
รท-ไนโตรเจนตลอดการทดลองเทากับ 4.08 mg NO3

-

-N/L 
 

สรุปผลการวิจัย 
       จากผลการทดลองพบวาการใชคอลัมนกํามะถัน-
หินปูน รวมกับแบคทีเรีย Thiobacillus denitrificans 
ในการบําบัดไนเตรท-ไนโตรเจน ภายในตูเลี้ยงสัตว
นํ้า สามารถลดปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจนอยางไดผล 
และ  จากคุณสมบั ติของแบคที เ รี ย  Thiobacillus 
denitrificans ในการใชแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ดัง
สมการ ท่ี  2 ซึ่ ง เป นสาร ต้ั งตนของไนไตรท  -
ไนโตรเจน และไนเตรท-ไนโตรเจน สงผลใหการเกิด
ไนไตรท-ไนโตรเจน และไนเตรท-ไนโตรเจน ลดลง
ดวย แตอยางไรก็ตามการควบคุมสภาวะแวดลอมให
เหมาะสมตอการเกิดกระบวนการ  Denitrification 
ยั งคง เปนสิ่ งจํ า เปนใน    การ เ กิดกระบวนการ 
Denitrification ที่สมบูรณ ซึ่งจะสงผลใหคุณภาพนํ้ามี
ความเหมาะสมสําหรับการ เจริญเติบโตของสัตวนํ้า    
 
 

ขอเสนอแนะ 
       เน่ืองจากปริมาณไนไตรท-ไนโตรเจน ในชุด
ทดลอง  มีปริมาณสูงกวาชุดควบคุมในชวงแรกของ
การทดลอง  ซึ่งมีความเปนไปไดวาเกิดกระบวนการ 
Denitrification ที่ไมสมบูรณภายในคอลัมนกํามะถัน-
หินปูน จึงควรปรับปรุงรูปแบบของคอลัมนเพ่ือให
ประสิทธิภาพ         ในการบําบัดไนเตรท-ไนโตรเจน
สมบูรณมากขึ้น  
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