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งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษากจิกรรมการออกซไิดซแ์อมโมเนียของแอมโมเนียออกซไิดซงิ
อารเ์คยี (AOA) และแอมโมเนียออกซไิดซงิแบคทเีรยี (AOB) ในระบบบาํบดัน้ําเสยี โดยอาศยัเทคนิค 
DNA-stable isotope probing (DNA-SIP) และสารยบัยัง้การทาํงานเฉพาะกลุ่ม AOA และ AOB ไดแ้ก่ 
PTIO และ ATU ตามลาํดบั การใช ้DNA-SIP กบัตะกอนจากระบบบาํบดัน้ําเสยี 3 ระบบพบวา่ AOB ใน
ระบบบาํบดัน้ําเสยีทัง้ 3 ระบบมกีารใชส้ารอนินทรยีค์ารบ์อนในการสรา้งเซลล ์ซึง่แสดงใหเ้หน็วา่ AOB มี
สว่นรว่มในการออกซไิดซแ์อมโมเนียในระบบบาํบดัน้ําเสยีทัง้ 3 ระบบ สาํหรบั AOA พบการใชส้ารอนินท
รยีค์ารบ์อนในการสรา้งเซลลใ์นระบบบาํบดัน้ําเสยี 2 ระบบจาก 3 ระบบทีท่าํการศกึษา แสดงใหเ้หน็วา่ 
AOA มสีว่นรว่มในการออกซไิดซแ์อมโมเนียในระบบบาํบดัน้ําเสยีทัง้ 2 ระบบน้ี การศกึษาสารยบัยัง้การ
ทาํงานเฉพาะกลุ่ม พบวา่ ATU ทีค่วามเขม้ขน้ ≥10 μM ยบัยัง้กจิกรรมการออกซไิดซแ์อมโมเนียของ 
AOB ในขณะทีต่อ้งใช ้ATU ความเขม้ขน้ >500 μM ในการการยบัยัง้กจิกรรมการออกซไิดซแ์อมโมเนีย
ของ AOA และสามารถใช ้ATU ทีค่วามเขม้ขน้ระหวา่ง 10-200 μM ในการตรวจวดัการทาํงานของ AOA 
ทีอ่ยูใ่นระบบทีม่ ีAOA และ AOB อยูร่ว่มกนัได ้การทดลอง ATU ทีค่วามเขม้ขน้ 80 μM รว่มกบั DNA-
SIP พบวา่ ATU ทีค่วามเขม้ขน้น้ียบัยัง้การการเจรญิเตบิโตของ AOB แต่ไมย่บัยัง้การเจรญิเตบิโตของ 
AOA เมือ่นํา ATU มาตรวจวดักจิกรรมการออกซไิดซแ์อมโมเนียในระบบบาํบดัน้ําเสยี 5 ระบบ พบวา่ 
AOB เป็นจุลนิทรยีห์ลกัทีท่าํหน้าทีอ่อกซไิดซเ์เอมโมเนียในระบบบาํบดัน้ําเสยีทุกระบบ โดย AOA มสีว่น
รว่มในการออกซไิดซเ์เอมโมเนียประมาณ 20% ในระบบทีม่ ีAOA มากกวา่ AOB ผลการทดลองแสดงให้
เหน็วา่ AOA มสีว่นรว่มในการออกซไิดซเ์เอมโมเนีย แต่อาจไมใ่ชจุ่ลนิทรยีห์ลกัทีท่าํหน้าทีอ่อกซไิดซ์
แอมโมเนียในระบบบาํบดัน้ําเสยี ซึง่ควรยนืยนัดว้ยเทคนิคอื่นๆต่อไป 
 
คาํหลกั : ระบบบาํบดัน้ําเสยี แอมโมเนียออกซไิดซงิแบคทเีรยี แอมโมเนียออกซไิดซงิอารเ์คยี DNA-
SIP 



Abstract 
 
Project Code : RSA5780096 
 
Project Title : Autotrophic ammonia oxidation of ammonia-oxidizing archaea and bacteria (AOA 
and AOB) in wastewater treatment plants identified by DNA stable isotope probing (DNA-SIP)  
and selective inhibitors 
 
Investigator : Tawan Limpiyakorn, Ph.D., Department of Environmental Engineering, 
Chulalongkorn University 
 
E-mail Address : tawan.l@chula.ac.th 
 
Project Period : 16 June 2014 – 15 June 2017 
 

This study aims to investigate the ammonia-oxidizing activity of ammonia-oxidizing 
archaea (AOA) and ammonia-oxidizing bacteria (AOB) in wastewater treatment systems 
(WWTSs) using DNA-stable isotope probing (DNA-SIP) and selective inhibitors that allow only 
either group of microorganisms to perform ammonia oxidation at a time. ATU and PTIO were 
selected as a specific inhibitor for AOB and AOA, respectively. Appling DNA-SIP to three WWTS 
sludge revealed that AOB in all three sludge incorporated inorganic carbon into their amoA genes, 
while AOA in two out of the three sludge showed positive signal for DNA-SIP. The incorporation 
of inorganic carbon into the amoA genes of AOA and AOB implies that the microorganisms 
involved in ammonia-oxidizing activity of sludge. Tests of ammonia-oxidizing activity with sludge 
from two nitrifying reactors demonstrated that ATU concentrations of ≥10 μM provided complete 
inhibition of ammonia oxidation of AOB. For AOA, complete ammonia oxidizing inhibition occurred 
at ATU concentrations of >500 μM. ATU concentrations between 10 and 200 μM may be useful 
for observing the activity of AOA in systems where both microorganisms coexisted. Applying 80 
μM of ATU to DNA-SIP confirmed that ATU at this concentration mainly inhibited growth of only 
AOB, not AOA. ATU was then applied to sludge from 5 WWTSs. The results indicated that AOB 
played the main role in ammonia-oxidizing activity in all WWTS sludge. In WWTS sludge, where 
AOA outnumbered AOB, AOA contributed around 20% of ammonia oxidation. Further studies are 
required to confirm the role of AOA in ammonia oxidation in WWTSs using different techniques.  
Keywords : Ammonia-oxidizing archaea; Ammonia-oxidizing bacteria; DNA-SIP; Wastewater 
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บทนํา 

 

ปัจจุบันมีการพัฒนาการกําจัดไนโตรเจนในนํ้าเสียด้วยกระบวนการทางชีววิทยา โดยใช้จุลินทรีย์หลากหลายกลุ่มซ่ึงมี

วิถีการเปลี่ยนรูปสารประกอบไนโตรเจนท่ีแตกต่างกัน การพัฒนาดังกล่าวช่วยเพ่ิมความหลากหลายในการเลือกใช้กระบวนการ

ทางชีววิทยาแบบต่างๆให้มีความหมาะสมกับน้ําเสียแต่ละประเภท การบวนการไนตริฟิเคชัน-ดีไนตริฟิเคชัน (Nitrification-

denitrification) เป็นกระบวนการด้ังเดิมท่ีใช้กันอย่างแพร่หลาย โดยในช่วงหลังได้มีการพัฒนากระบวนการไนตริฟิเคชันแบบ

บางส่วน (Partial nitrification) เพ่ือลดการใช้พลังงงานในการเติมอากาศ โดยน้ําออกจากกระบวนการไนตริฟิเคชันแบบ

บางส่วน สามารถนําไปบําบัดต่อด้วยกระบวนการไนไตรทดีไนตริฟิเคชัน (Nitrite denitrification) หรือกระบวนการแอนนาม็

อกซ์ (Annomox) ได้ จะเห็นได้ว่าไม่ว่าจะใช้กระบวนการทางชีววิทยาแบบใดไนการกําจัดไนโตรเจน จะไม่สามารถหลีกเลี่ยง

การออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทซ่ึงเป็นข้ันตอนเร่ิมต้นของทุกกระบวนการได้ ท้ังนี้การออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไต

รทถือเป็นข้ันตอนจํากัดอัตรา เนื่องจากจุลินทรีย์ท่ีเกี่ยวข้องกับการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทมีอัตราการเจริญเติบโต

ตํ่าและมีความอ่อนไหวต่อสภาวะแวดล้อมสูงเม่ือเทียบกับจุลินทรีย์ในกระบวนการถัดๆไป 

 อย่างไรก็ตามในปัจจุบันความเข้าใจเกี่ยวกับจุลินทรีย์ท่ีทําหน้าท่ีในการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทมีการ

เปลี่ยนแปลงอย่างมาก โดยในช่วงกว่า 100 ปีท่ีผ่านมามีความเข้าใจกันว่ามีเพียงแอมโมเนียออกซิไดซิงแบคทีเรีย (Ammonia 

oxidizing bacteria; AOB) เท่านั้นท่ีทําหน้าท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรท ท้ังนี้งานวิจัยในช่วง 10 ปีนี้พบว่าแอมโมเนีย

ออกซิไดซิงอาร์เคีย (Ammonia oxidizing archaea; AOA) ก็สามารถออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทไดเ้ช่นกัน (Venter 

และคณะ 2004; Könneke และคณะ 2005; Treusch และคณะ 2005; de la Torre และคณะ 2008; Hatzenpichler และ

คณะ 2008; Lehtovirta-Morley และคณะ 2011; Tourna และคณะ 2011)  สําหรับในระบบบําบัดน้ําเสีย มีการพบ AOA 

ในระบบบําบัดน้ําเสียท่ัวโลกท้ังในทวีปอเมริกาเหนือ ยุโรป และเอเชีย (Park และคณะ 2006; Wells และคณะ 2009; 

Limpiyakorn และคณะ 2011; Mußmann และคณะ 2011; Yapsakli และคณะ 2011; Zhang และคณะ 2011; Bai และ

คณะ 2012; Sauder และคณะ 2012; Gao และคณะ 2013; Gao และคณะ 2014; Sinthusith และคณะ 2015; Li และคณะ 

2016; Sauder และคณะ 2017) การศึกษาจํานวนประชาการจุลนิทรีย์ในระบบบําบัดน้ําเสีย พบจํานวนยีน amoA ของ AOA 

มากกว่า AOB ในบางระบบ (Limpiyakorn และคณะ 2011; Mußmann และคณะ 2011; Bai และคณะ 2012; Sauder และ

คณะ 2012; Wu และคณะ 2013; Sinthusith และคณะ 2015; Zhang และคณะ 2015) ในขณะที่ในบางระบบพบจํานวนยีน 

amoA ของ AOB มากกว่า AOA หรือไม่พบยีน amoA ของ AOA (Wells และคณะ 2009; Yapsakli และคณะ 2011; Gao 

และคณะ 2013; Gao และคณะ 2014) ถึงแม้มีการพบจํานวนยีน amoA ของ AOA มากกว่า AOB ในระบบบําบัดน้ําเสียบาง

ระบบ ก็ไม่ได้หมายความว่า AOA จะเป็นจุลินทีย์หลักในการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทในระบบ เนื่องจากจํานวนยีน 

amoA ท่ีพบไม่จําเป็นต้องสัมพันธ์กับกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA โดยตรง เนื่องจากเป็นไปได้เหมือนกันว่า 

AOA อาจมียีน amoA อยู่แต่ไม่ได้ใช้ยีนนี้ในการดํารงชีวิตโดยการออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทในระบบบําบัดน้ําเสีย แต่
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เดิมการศึกษากิจกรรมของจุลินทรีย์ใดๆในระบบเชิ้อผสม (Mixed culture) ทําได้เพียงศึกษากับเชื้อจุลินทรีย์บริสุทธ์ิท่ีคัดแยก

ได้จากระบบเท่านั้น อย่างไรก็ตามในปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคในการติดตามการย่อยสลายสารของจุลินทรีย์ในระบบเชิ้อ

ผสม และระบุชนิดของจุลินทรีย์ท่ีใช้ย่อยสลายสารเหล่านั้นได้ ยกตัวอย่างเช่นเทคนิค Fluorescence in situ hybridization 

in combination with microautoradiography (MAR-FISH) และ DNA-stable isotope probing (DNA-SIP) เป็นต้น 

งานตีพิมพ์ท่ีศึกษากิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA ในระบบบําบัดน้ําเสียมีอยู่อย่างจํากัด ในปี 2011 

Mußmann และคณะ พบว่าระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงกลั่นมีจํานวน AOA มากกว่า AOB 10,000 เท่า แต่ผลการวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค MAR-FISH กลับไม่พบการดึงสารอนินทรีย์คาร์บอนเข้าสู่เซลล์ของ AOA ระหว่างการออกซิไดซ์แอมโมเนียของตะกอน

จากระบบบําบัดน้ําเสียดังกล่าว ซ่ึงเป็นไปได้ว่า AOA เหล่านี้ไม่ได้ออกซิไดซ์แอมโมเนียในระบบ แต่อาศัยช่องทางอ่ืนในการ

ดํารงชีวิตในระบบบําบัดน้ําเสียนี้ อย่างไรก็ตามในปี 2016-2017 ได้มีการคัดแยก AOA จากระบบําบัดน้ําเสียได้เป็นผลสําเร็จ 

โดย Candidatus Nitrosotenuis cloacae และ Candidatus Nitrosocosmicus exaquare ถือเป็น AOA เพียง 2 ตัว ท่ี

เป็นตัวแทนของ AOA ในระบบบําบัดน้ําเสีย โดยเป็นการคัดแยกจากระบบบําบัดน้ําเสียในจีนและแคนาดาตามลําดับ (Li และ

คณะ 2016; Sauder และคณะ 2017) ผลการศึกษาพบว่า AOA ท้ัง 2 ตัวนี้สามารถออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทโดยใช้

สารอนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งพลังงานได้ จะเห็นได้ว่าการศึกษากิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA ในระบบบําบัด

น้ําเสียนอกจากจะมีอยู่อย่างจํากัดแล้ว ผลการศึกษายังมีความขัดแย้งกัน ทําให้มีความจําเป็นต้องศึกษากิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของ AOA ในระบบบําบัดน้ําเสียอ่ืนๆอีก 

ด้วยเหตุผลดังกล่าวงานวิจัยนี้ต้องการศึกษากิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ในระบบบําบัดน้ํา

เสียในประเทศไทย โดยอาศัยเทคนิคร่วมกัน 2 เทคนิคได้แก่ DNA-stable isotope probing (DNA-SIP) และสารยับย้ังการ

ทํางานเฉพาะกลุ่ม AOA และ AOB การใช้เทคนิค DNA-SIP อยู่ภายใต้สมมติฐานท่ีว่า AOA และ AOB ใช้แอมโมเนียเป็นแหล่ง

พลังงานและใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงเป็นการเจริญเติบโตแบบออโตโทรประหว่างท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนีย 

ซ่ึงหากมีการตรวจพบการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนใน AOA และ AOB ด้วยเทคนิค DNA-SIP ย่อมมีความ

เป็นไปได้มากท่ี AOA และ AOB จะออกซิไดซ์แอมโมเนียได้ การทดลอง DNA-SIP ทําได้โดยการบ่มตะกอนจากระบบบําบัดน้ํา

เสียกับไบคาร์บอเนตคาร์บอนไอโซโทป 12C-HCO3
- และ 13C-HCO3

- โดยหากจุลินทรีย์มีการมีการเจริญเติบโตแบบออโตโทรป 

จุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวจะสะสม 12C และ 13C เข้าสู่เซลล์ และด้วยการปั่นแยกท่ีความเร็วสูงในสารละลาย CsCl จะสามารถแยก 

DNA ท่ีมี 13C ออกจาก DNA ท่ีมี 12C ได้ เนื่องจากน้ําหนักของ DNA ท่ีมี 13C  จะหนักกว่า DNA ท่ีมี 12C และเม่ือใช้เทคนิค

โมเลกุล (Molecular technique) จะสามารระบุได้ว่าจุลินทรีย์กลุ่มใดท่ีใช้ 13C ในการสร้างเซลล์และส่วนประกอบต่างๆของ

เซลล์เช่น DNA โดยการทดลองน้ีจะใช้ยีน amoA เป็นยีนเป้าหมายของท้ัง AOA และ AOB เนื่องจากเป็นยีนท่ีใช้ในการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรท นอกจากนี้เนื่องจาก AOA และ AOB มีโครงสร้างเซลล์และมีวิถีการออกซิไดซ์แอมโมเนีย 

(Ammonia oxidation pathway) ท่ีแตกต่างกัน จึงสามารถใช้สารเคมีบางตัวเป็นสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มของ AOA 

หรือ AOB ได้ ซ่ึงจะช่วยในการจําแนกกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA หรือ AOB ในระบบเชื้อผสมท่ีมีจุลินทรีย์ท้ัง
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สองกลุ่มนี้อยู่ด้วยกัน Allythiourea (ATU) มีเป้าหมายยับย้ังเอนไซน์ AMO ซ่ึงเป็นเอนไซน์ท่ีใช้ในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย 

โดยจะทําหน้าท่ียับย้ัง Copper chelating ท่ีเอนไซน์ AMO (Shen และคณะ 2013) ท้ังนี้การตอบสนองต่อ ATU จะแตกต่าง

กันระหว่าง AOA และ AOB ซ่ึงอาจข้ึนอยู่กับความเข้มข้นท่ียับย้ัง ความแตกต่างกันของรหัสกรดอะมิโน และความแตกต่างของ

สัดส่วนของ Copper ท่ีเป็นส่วนประกอบของโปรตีนในจีโนม (Shen และคณะ 2013; Li และคณะ 2017) จากการศึกษากับ

เชื้อจุลินทรีย์บริสุทธ์ิและตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม (Martens-Habbena และคณะ 2015) พบว่า AOB จะถูกยับย้ังได้ด้วย ATU 

ความเข้มข้นตํ่า ในขณะที่ AOA จะถูกยับย้ังด้วย ATU ท่ีความเข้มข้นสูงกว่ามาก สาร 2-phenyl-4, 4, 5, 5-

tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide (PTIO) เป็นสารท่ีเป็น NO scavenger โดย NO เป็นผลิตภัณฑ์ระหว่างกลางของ

การออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทของ AOA (Walker และคณะ 2010) ผลการทดลองของ Martens-Habbena และ

คณะ (2015)  พบว่า PTIO สามารถยับย้ังการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA สายพันธ์ุบริสุทธ์ิ ได้แก่ Nitrososphaera 

viennensis, Nitrosopumilus maritimus strain HCA1, และ Nitrosopumilus maritimus stain SCM1 ได้ โดยไม่มีผล

ยับย้ัง AOB งานวิจัยนี้จึงได้ใช้เทคนิค DNA-SIP และสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม AOA และ AOB ในการศึกษากิจกรรมการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ในระบบบําบัดน้ําเสีย 

 

วัตถุประสงค์ 

- เพ่ือระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริงด้วยเทคนิค DNA-SIP 

- เพ่ือพัฒนาสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มสําหรับการตรวจวัดกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ใน

ระบบท่ีมีจุลินทรีย์ท้ังสองกลุ่มนี้อยู่ด้วยกัน 

- เพ่ือระบุกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ด้วยเทคนิค DNA-SIP พร้อมด้วยสารยับย้ังการทํางานเฉพาะ

กลุ่ม  

- เพ่ือตรวจวัดกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริงด้วยสารยับย้ังการทํางาน

เฉพาะกลุ่ม 
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วิธีการทดลอง 

 

1. ภาพรวมการทดลอง 

งานวิจัยนี้แบ่งการทดลองออกเป็น 6 การทดลอง การทดลองที่ 1: “การคัดเลือกระบบบําบัดน้ําเสีย“ เป็นการ

ตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ในระบบบําบัดน้ําเสีย 8 ระบบ ด้วยเทคนิค qPCR เพ่ือเลือกระบบในการ

ทดลองถัดไป การทดลองท่ี 2 “การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบําบัดน้ําเสีย

จริงด้วยเทคนิค DNA-SIP” การทดลองนี้เป็นการใช้เทคนิค DNA-SIP ในการระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ 

AOA และ AOB ในระบบบบําบดัน้ําเสียจริง 3 ระบบ ท้ังนี้จะใช้ 13C-HCO3
- เป็นฉลากในการตรวจวัดการใช้ไบคาร์บอเนตเป็น

แหล่งคาร์บอนในการสร้างเซลล์ของ AOA และ AOB ซ่ึงหากมีการใช้ไบคาร์บอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนในการสร้างเซลล์ ก็จะมี

แนวโน้มท่ี AOA และ AOB จะใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งพลังงาน ซ่ึงหมายความว่า AOA และ AOB มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์

แอมโมเนียในระบบบําบัดน้ําเสีย การทดลองท่ี 3 “การศึกษาสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มสําหรับการตรวจวัดกิจกรรมการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB” การทดลองนี้จะเป็นการทดสอบการใช้สารยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนีย

ของ AOA และ AOB อันได้แก่ ATU และ PTIO ตามลําดับ กับตะกอนจากถังปฏิกรณ์จากห้องปฏิบัติการ สาเหตุท่ีการทดลอง

นี้ใช้ตะกอนจากถังปฏิกรณ์จากห้องปฏิบัติการ ก็เพ่ือลดผลกระทบของจุลินทรีย์กลุ่มเฮทโทโรโทรปท่ีพบมากในตะกอนจาก

ระบบบําบัดน้ําเสียจริงต่อสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม โดยหลังจากท่ีเลือกความเข้มข้นของสารยับย้ังการทํางานเฉพาะ

กลุ่มได้แล้ว จะนําไปทดสอบร่วมกับเทคนิค DNA-SIP ดังการทดลองท่ี 4 “การระบุกิจกรรมของ AOA และ AOB ด้วยเทคนิค 

DNA-SIP พร้อมด้วยสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม” ซ่ึงเป็นการศึกษาการใช้สารอนนิทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์โดย 

AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์จากห้องปฏิบัติการ และเป็นการศึกษาผลของสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มท่ีความเข้มข้นท่ี

เลือกต่อการสร้างเซลล์ของ AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์จากห้องปฏิบัติการ เม่ือยืนยันแล้วว่าสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม

ท่ีความเข้มข้นท่ีเลือกสามารถยับย้ังจุลินทรีย์กลุ่มเดียว โดยจุลินทรีย์อีกกลุ่มยังทํางานได้อยู่ จะนําสารยับย้ังการทํางานเฉพาะ

กลุ่มท่ีความเข้มข้นท่ีเลือก ไปใช้ในการศึกษากิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ในระบบบําบัดน้ําเสียจริง

ดังการทดลองท่ี 5 “การตรวจวัดกิจกรรมของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดนํ้าเสียจริงด้วยสารยับย้ังการทํางานเฉพาะ

กลุ่ม” โดยเป็นการศึกษากับระบบบําบัดน้ําเสียจริง 5 ระบบ ส่วนการทดลองท่ี 6 “ผลของสารพาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิล

เวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB” เป็นการทดลองเสริมเพ่ิมเติมจากโครงการ ซ่ึงเป็นการศึกษาผลของสารเคมี 2 ชนิดนี้กับ

กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOB ในถังปฏิกรณ์จากห้องปฏิบัติการ 

 

2. การทดลองท่ี 1: การคัดเลือกระบบบําบัดน้ําเสีย 

การทดลองท่ี 1 เป็นการตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ของระบบบําบัดน้ําเสีย 8 ระบบ ด้วยเทคนิค 

qPCR เพ่ือเลือกระบบในการทดลองถัดไป ระบบบําบัดนํ้าเสียท้ัง 8 ระบบ ได้แก่ 1) WWTP 1 เป็นระบบบําบัดนํ้าเสียชุมชน
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แบบตะกอนแขวนลอย มี BOD น้ําเข้าและออก 155 และ 9 mg l-1 2) WWTP 2 เป็นระบบบําบัดนํ้าเสียตลาดสดแบบเซลล์

ตรึง มี COD น้ําเข้า 213 mg l-1 แอมโมเนียน้ําเข้า 48 mgN l-1 3) WWTP 3 เป็นระบบบําบัดนํ้าเสียชุมชนแบบตะกอน

แขวนลอย มี BOD น้ําเข้าและออก 36 และ 7 mg l-1 แอมโมเนียน้ําเข้าและออก 4 และ 1 mgN l-1 4) WWTP 4 เป็นระบบ

บําบัดน้ําเสียชุมชนแบบตะกอนแขวนลอย มี BOD น้ําเข้าและออก 24 และ 9 mgl-1 แอมโมเนียน้ําเข้าและออก 8 และ 1 mgN 

l-1 5) WWTP 5 เป็นระบบบําบัดนํ้าเสียชุมชนแบบตะกอนแขวนลอย มี BOD น้ําเข้าและออก 39 และ 11 mg l-1 แอมโมเนีย

น้ําเข้าและออก 4 mgN l-1 6) WWTP 6 เป็นระบบบําบัดนํ้าเสียชุมชนแบบตะกอนแขวนลอย มี BOD น้ําเข้าและออก 36 และ 

11 mg l-1 แอมโมเนียน้ําเข้าและออก 5 และ 0.1 mgN l-1 7) NRI เป็นถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิงท่ีดําเนินระบบในห้องปฏิบัติการ 

และ 8) NRII เป็นถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิงท่ีดําเนินระบบในห้องปฏิบัติการ โดยจะกล่าวรายละเอียดสําหรับถังปฏิกรณ์ NRI และ 

NRII ในการทดลองท่ี 3 ต่อไป 

 

2.1 การตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB 

ทําการตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ด้วย Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo, 

USA) กับเคร่ือง Mx3005P instrument (Stratagene, USA) ใช้ไพร์เมอร์ Arch-amoAF (5′-STAATGGTCTGGCTTAGACG-

3′) และ Arch-amoAR(5′-GCGGCCATCCATCTGTTGT-3) (Francis และคณะ 2005) สําหรับตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ 

AOA และไพร์ เมอ ร์  amoA1F (5′-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3′) และamoA2R (5′-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3′) 

(Rotthauwe และคณะ 1997) สําหรับตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOB ทําปฏิกริยาท่ีปริมาตร 25 μl ซ่ึงประกอบไปด้วย 

12.5 μl Master Mix (2X) 0.4 μM ของไพร์เมอร์แต่ละเส้น 1 μl ของตัวอย่างดีเอ็นเอ ด้วยสภาวะดังนี้ 95 OC 10 min ตาม

ด้วย 30 s 95 OC, 1 min 53 OC, 30 s 72 OC ท้ังหมด 30 รอบ ตามด้วยการตรวจวัดท่ี 78 OC 15 s ดีเอ็นเอมาตรฐานเตรียม

ท่ี 102 ถึง 107 copies หลังเสร็จสิ้นปฏิกริยาตรวจความเฉพาะเจาะจงของผลิตภัณฑ์ด้วยการทํา melting curve analysis 

และ agarose gel electrophoresis 

 

3. การทดลองท่ี 2 การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริง

ด้วยเทคนิค DNA-SIP 

งานวิจัยนี้ใช้เทคนิค DNA stable isotope probing ในการระบุการทํางานแบบออโตโทรป (ใช้แหล่งคาร์บอนจาก 

HCO3
-) ของ AOA และ AOB โดยมีหลักการคือ ดูการกระจายตัวของดีเอ็นเอชนิดเดียวกันท่ีสร้างจาก HCO3

- ท่ีมีคาร์บอน

ไอโซโทปแตกต่างกันระหว่าง 12C และ 13C โดยหลังการปั่นแยกด้วยเคร่ือง Ultracentrifuge ดีเอ็นเอท่ีถูกสร้างด้วยคาร์บอน

ไอโซโทป 13C จะมีการกระจายตัวในเกรเดียนท์ (Gradient) ของซีเซียมคลอไรด์ (CsCl) ในช่วงความหนาแน่นสูง ขณะที่ดีเอ็น

เอท่ีถูกสร้างด้วยคาร์บอนไอโซโทป 12C จะกระจายตัวอยู่ในช่วงความหนาแน่นตํ่ากว่า ซ่ึงกลุ่มดีเอ็นเอท่ีเกิดจากคาร์บอน
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ไอโซโทป 13C เม่ือนําไปศึกษาต่อในระดับสายพันธ์ุด้วยเทคนิค qPCR หรือ Clone library จะทําให้ทราบถึงกลุ่มจุลินทรีย์

เป้าหมายที่ทํางานได้จริงในสภาวะและแหล่งคาร์บอนท่ีกําหนด 

 

3.1 DNA-stable isotope probing 

ทําการบ่มตะกอนในถังบ่มแบบไหลต่อเนื่องปริมาตร 1 l  โดยให้ความเข้มข้นตะกอนเริ่มต้นในถังบ่มอยู่ท่ี 50 mg l-1 

โดยใน 1 ลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อประกอบไปด้วย NH4Cl , NaCl (1.0 g), MgCl2･6H2O (0.4 g), CaCl2･2H2O (0.1 g), KCl 

( 0. 5 g) , KH2PO4 ( 0. 2 g) , 2 mL of 1M ส า ร ล ะล า ย  NaHCO3, 1 ml nonchelated trace element mixture, 1 ml 

สารละลาย vitamin, 1 ml สารละลาย thiamin, 1 ml สารละลาย vitamin B12, 1 ml สารละลาย selenite-tungstate 

(Widdel et al. 1992) ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเชื้อดัดแปลงมาจาก Konneke และคณะ (2005) และ Tourna และ

คณะ (2011) ใช้ถังบ่ม 2 ชุดประกอบด้วย 12C-HCO3 และ 13C-HCO3 ความเข้มข้น 1mM เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเดินระบบคู่

กัน โดยมีระยะเวลากักเก็บน้ํา 4 วัน เปิดเคร่ืองกวนผสมวันละ 8 ชั่วโมง รายละเอียดอ่ืน ๆ ปรับมาจาก Niu และคณะ (2013) 

กล่าวโดยย่อคือ เตรียมอาหารเลี้ยงเชื่อให้ปราศจาก 12C โดยการไล่อากาศท่ี pH ≤ 3 โดยใช้อากาศท่ีไม่มี CO2 แล้วปรับ pH 

กลับมาท่ี 7.4-7.8 การเติมอากาศใช้อากาศท่ีไม่มี CO2 โดยเติมวันละ 2 ครั้ง ทําการบ่มในท่ีมืด ~28°C นอกจากนี้ยังทําการบ่ม

ถังบ่มท่ีใช้ 13C-HCO3 เป็นแหล่งคาร์บอนอีกชุดคู่ขนานกัน ระหว่างการบ่ม วัดความเข้มข้นแอมโมเนีย ไนไตรท และไนเตรท 

ในน้ําเข้าและน้ําออก เก็บตะกอนจากถังบ่มทุก 1 สัปดาห์ มาทํา DNA-SIP  

สกัดดีเอ็นเอจากตะกอนด้วย Fast DNA SPIN Kit for Soil (QGiogene, Ohio, USA) จากนั้นวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

แล้วบรรจุดีเอ็นเอลงหลอด 8 mL polyallomer centrifuge tubes โดยเริ่มจากการนําดีเอ็นเอปริมาณ 0.5-5 ไมโครกรัมผสม

กับสารละลาย CsCl (7.163 M) และสารละลาย TRIS GB BUFFER  (0.1M Tris HCl, pH 8.0; 1mM EDTA; 0.1M KCl) ปรับ

ให้ได้ค่า Buoyant density สุดท้ายท่ี 1.700 g/mL จากนั้นแทนท่ีช่องว่างภายในหลอดท่ีเหลือด้วย Mineral oil จนเต็มหลอด 

จากนั้นนําหลอดเข้าเคร่ือง  Ultracentrifuge Optima MAX-XP (Beckman, USA) เพ่ือแยกชั้นดีเอ็นเอ โดยใช้ โรเตอร์ MLN-

80 (Beckman, USA) ตั้งค่าความเร็วรอบ 44,100 รอบต่อวินาที (แรงหนีศูนย์กลางเฉลี่ย  178,000 gav ) ท่ีอุณหภูมิ 20 องศา

เซลล์เซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาดีเอ็นเอภายในหลอดจะเกิดการแยกชั้นตามน้ําหนักคาร์บอนไอโซโทป 12C และ
13C เม่ือเปรียบเทียบระดับชั้นดีเอ็นเอของจุลินทรีย์ชนิดเดียวกันระหว่างหลอดไอโซโทป 12C และ 13C จะพบว่าภายในหลอด

ไอโซโทป 13C จะพบดีเอ็นเอในระดับเดียวกันกับหลอดไอโซโทป 12C ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอเดิมภายในเซลล์ล์ก่อนการบ่มอยู่ และมีดี

เอ็นเอบางส่วนซ่ึงสร้างจากคาร์บอนไอโซโทป 13C  ระหว่างการบ่มอยู่ในระดับท่ีต่ํากว่าดีเอ็นเอชนิดเดียวกันเม่ือเทียบกับหลอด

ไอโซโทป 12C  แสดงการแยกดังภาพท่ี 1 
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ภาพที่ 1 ขั้นตอนการทํา DNA  stable isotope probing (DNA-SIP) 

 

 

 

 

  

บม่ตะกอน 
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การเก็บแฟรคชันจะเก็บทางปลายหลอดโดยแบ่งเก็บแฟรคชันละประมาณ 200-250 ไมโครลิตร โดยต้องเก็บให้

ปริมาตรใกล้เคียงกันทุกหลอด และจํานวนแฟรคชันระหว่าง 12C และ 13C ควรมีจํานวนเท่ากันเพ่ือให้สามารถเปรียบเทียบ

จํานวนเซลล์ล์ ท่ีพบในแต่ละแฟรคชันได้ จากนั้นวัดค่าความหนาแน่นของแต่ละแฟรคชันด้วยเคร่ือง AR200 digital 

refractometer (Reichert, USA) จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอแต่ละแฟรคชันด้วย glycogen และ polyethylene glycol 

(PEG) ล้างดีเอ็นเอด้วย 70% ethanol และเก็บรักษาดีเอ็นเอในสารละลาย TE buffer ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลล์เซียส 

จากนั้นตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ด้วยเทคนิค qPCR ตามหัวข้อท่ี 2.1 

             

             ภาพที่  2 ขั้นตอนการเก็บแฟรคชันและการตกตะกอนดีเอ็นเอ 
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3.2 การวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมของยีน amoA ของ AOA และ AOB  

  ใช้ไพรเมอร์ CamoA-19f (5’- ATGGTCTGGYTWAGACG-3’) และ CamoA-616r (5’- GCC ATCCABCKRTANGTC 

CA -3’) (Pester และคณะ  2012) สํ า ห รั บก า ร วิ เ ค ร า ห์  ยี น  amoA ขอ ง  AOA และ ไพ ร์ เ ม อ ร์  amoA1F (5′-

GGGGTTTCTACTGGTGGT-3′) และ amoA2R (5′-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3′) สําหรับการวิเคราห์ ยีน amoA ของ 

AOB (Rotthauwe และคณะ 1997) เตรียมส่วนผสม PCR ด้วย Thermo polymerase (Thermo., USA) และใช้เคร่ือง 

Thermal cycler (Biorad Laboratories, USA) โดยใช้โปรแกรมดังนี้ 2 min 94 °C ตามด้วย 30 s 94 °C, 45 s 53 °C, 45 s 

72 °C ท้ังหมด 30-35 รอบ ตามด้วย 10 min 72°C ทําบริสุทธ์ิผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย NucleoSpin Extract II Kit (Clontech 

Laboratories Inc., USA) และทํา โคลนนิ่ ง ด้วย  pGEM-T Easy vector system (Promega, USA) ส่ ง  Macrogen Inc., 

Korea เพ่ือวิเคราะห์รหัสพันธุกรรม นําผลท่ีได้มาทํา Operational taxonomic units (OTUs) ท่ี 99% OTU identity ด้วย

โปรแกรม using CD-HIT (Huang et al. 2010) นํารหัสพันธุกรรมท่ีเป็นตัวแทนไปวิเคราะห์ต้นไม้มิมัฒนาการด้วยโปรแกรม 

MAGA7 (Kumar et al. 2016) 

 

4. การทดลองท่ี 3 “การศึกษาสารยับยั้งการทํางานเฉพาะกลุ่มสําหรับการตรวจวัดกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ 

AOA และ AOB” 

4.1 ถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิง 

 ถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิง 2 ถังได้แก่ NRI และ NRII เป็นถังปฏิกรณ์แบบไหลต่อเนื่องท่ีไม่มีการเวียนตะกอน มีปริมาตร 

5 l สําหรับถังปฏิกรณ์ NRI ใช้หัวเชื้อเร่ิมต้นจากระบบบําบัดน้ําเสียชุมชน โดยการทํา PCR ด้วยไพร์เมอร์เฉพาะเจาะจงกับยีน 

amoA ของ AOA และ AOB พบ ยีนของจุลินทรีย์ท้ัง 2 ชนิดในตัวอย่าง อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ NRI มีความเข้มข้นแอมโมเนีย

เร่ิมต้น 28 mgNl-1 และใน 1 ลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อประกอบไปด้วย NH4Cl (0.107 g), NaCl (1.0 g), MgCl2･6H2O (0.4 

g), CaCl2･2H2O (0.1 g), KCl (0.5 g), KH2PO4 (0.2 g), 2 mL of 1M สารละลาย NaHCO3, 1 ml nonchelated trace 

element mixture, 1 ml สารละลาย  vitamin, 1 ml สารละลาย  thiamin, 1 ml สารละลาย  vitamin B12, 1 ml 

สารละลาย selenite-tungstate (Widdel et al. 1992) ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อดัดแปลงมาจาก Konneke และ

คณะ (2005) และ Tourna และคณะ (2011) ถังปฏิกรณ์ NRI เดินระบบท่ีระยะเวลากัก 5 วัน สําหรับถังปฏิกรณ์ NRII ใช้หัว

เชื้อเริ่มต้นจากระบบบําบัดน้ําเสียอุตสาหกรรม โดยการทํา PCR ด้วยไพร์เมอร์เฉพาะเจาะจงกับยีน amoA ของ AOA และ 

AOB พบ แต่ AOB ในตัวอย่าง ใน 1 ลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อประกอบไปด้วย NH4Cl (1.05g), NaHCO3 (1.5 g), Na2HPO4 

(4.05 g), K2HPO4 (2.1 g), MgSO4·7H2O (0.05 g), CaCl2·2H2O (0.01 g) และ FeSO4·7H2O (0.09 g) (Rongsayamanont 

และคณะ 2010) โดยมีความเข้มข้นแอมโมเนียเร่ิมต้น 420mgNl-1 ถังปฏิกรณ์ NRI เดินระบบท่ีระยะเวลากัก 4 วัน ถังปฏิกรณ์

ท้ัง 2 ถัง เดินระบบท่ี 27-30 OC pH 7.3-7.8 และ DO มากกว่า 2 mg l-1 ท้ังนี้ได้เดินระบบประมาณ 3 ปี ก่อนเริ่มการทดลอง 

ระหว่างการเดินระบบ 3 ปี ตรวจวัดความเข้มข้นแอมโมเนีย ไนไตรท และไนเตรท ในน้ําออกอย่างสมํ่าเสมอ 
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ภาพที่ 3 ถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิง 

 

4.2 การเก็บตัวอย่างตะกอนและการสกัดดีเอ็นเอ 

เก็บตัวอย่างตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII เดือนละคร้ัง เป็นระยะเวลา 14 และ 7 เดือนตามลําดับ ใช้

ตะกอนนํ้าหนักแห้งประมาณ 2 mg ในการสกัดดีเอ็นเอ สําหรับการทํา DNA-SIP ใช้ตัวอย่างน้ํา 400 ml จากถังบ่ม DNA-SIP 

กรองผ่านกระดาษกรอง 0.2 μm และตัดกระดาษกรองเป็นชิ้นเล็ก ๆ ไปสกัดดีเอ็นเอ สกัดดีเอ็นเอด้วย Fast-DNA SPIN 

kits for soil (QBiogene, USA) ตรวจสอบการสกัดดีเอ็นเอด้วย 2% agarose electrophoresis (Bio-Rad, Spain)  

 

4.3 การตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB 

 ดูหัวข้อ 2.1 

 

4.4 การวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมของยีน amoA ของ AOA และ AOB  

 ดูหัวข้อ 3.2  

 

4.5 Scanning electron microscopy 

ใช้เครื่อง SEM (JEOL, JSM-5410LV, Tokyo, Japan) 
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4.6 กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มี ATU และ PTIO 

นําตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII ใส่ขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 ml ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 70 mgMLSS l-

1 เติมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี HEPESปริมาตร  200 ml ลงในขวด โดยอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgN l-1 เติม 

ATU และ PTIO โดยใช้ความเข้มข้น ATU ท่ี 10, 30, 50, 80, 100, 150, 200, 500, 1000 และ 2000 μM ส่วน PTIO ใช้

ความเข้มข้น 50, 100 และ 300 μM นอกจากนี้ยังทําการทดลองท่ีเติม 100 μM ATU ร่วมกับ PTIO ความเข้มข้น 30, 80, 

150 และ 2000 μM แต่ละการทดลองทํา 3 ซํ้า ทําการบ่มในท่ีมืด 28°C เก็บตัวอย่างน้ําจากแต่ละซํ้าไปวิเคราะห์หาความ

เข้มข้นแอมโมเนียจํานวน 3 ซํ้า  

 

5. การทดลองท่ี 4 การระบุกิจกรรมของ AOA และ AOB ด้วยเทคนิค DNA-SIP พร้อมด้วยสารยับยั้งการทํางานเฉพาะ

กลุ่ม 

5.1 DNA-stable isotope probing 

ทําการทดลอง DNA-SIP กับตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI เพ่ือตรวจสอบการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนในการสร้าง

เซลล์โดย AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์ ทําการบ่มตะกอนในถังบ่มแบบไหลต่อเนื่องปริมาตร 1 l  โดยให้ความเข้มข้นตะกอน

เริ่มต้นในถังบ่มท่ี 70 mg l-1 ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแบบเดียวกับท่ีใช้กับถังปฏิกรณ์ NRI โดยมีความเข้มข้นแอมโมเนีย 14 mgN l-1 

ใช้ถังบ่ม 2 ชุดประกอบด้วย 12C-HCO3 และ 13C-HCO3 เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเดินระบบคู่กัน ระยะเวลากักเก็บน้ําของถังบ่ม

อยู่ท่ี 5 วัน รายละเอียดอ่ืน ๆ ดูหัวข้อ 3.1 นอกจากนี้ยังทําการบ่มถังบ่มท่ีใช้ 13C-HCO3 เป็นแหล่งคาร์บอนอีกชุดคู่ขนานกัน 

โดยถังบ่มนี้มีการเติม ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM ในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพ่ือศึกษาผลของ ATU ท่ีความเข้มข้นดังกล่าวต่อการ

สร้างเซลล์ของ AOA และ AOB  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 ถังบ่ม DNA-SIP 
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6. การทดลองที่ 5 การตรวจวัดกิจกรรมของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริงด้วยสารยับยั้งการทํางานเฉพาะ

กลุ่ม 

ทําการทดลองเช่นเดียวกับหัวข้อท่ี 4.6 โดยใช้ความเข้มข้น ATU ท่ี 10, 30, 50, 80, 100, 150, 200, 500, 1000 

และ 2000 μM กับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียจริง 

 

7. การทดลองที่ 6 ผลของสารพาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB 

การทดลองนี้ถือเป็นส่วนเสริมเ พ่ิมเติมจากโครงการ โดยเป็นการศึกษาผลของสารพาราไตโตรฟินอล 

(Paranitrophenol, PNP) และอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB ในเบื้องต้นโดยใช้ตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRII  

 

7.1 ผลของสารพาราไตโตรฟินอลต่อกิจกรรมของ AOB 

ในแต่ละชุดการทดลองใช้ตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRII โดยให้มีความเข้มข้น MLSS เร่ิมต้นในชุดทดลอง 70 mg l-1 

ความเข้มข้นแอมโมเนียเร่ิมต้น 14 mgN l-1 ความเข้มข้นของ PNP ท่ีใช้ในการทดลองนี้ ได้แก่ 0, 1, 5, 10, 50, 100, 200 และ 

400 mg l-1 (ภาพที่ 5) เก็บตัวอย่างน้ําเพ่ือวัดความเข้มข้นแอมโมเนีย  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 ผลของสารพาราไตโตรฟินอลต่อกิจกรรมของ AOB 
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7.2 ผลของอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB 

ในแต่ละชุดการทดลองใช้ตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRII โดยให้มีความเข้มข้น MLSS เร่ิมต้นในชุดทดลอง 50 mg l-1 

ความเข้มข้นแอมโมเนียเริ่มต้น 14 mgN l-1 ความเข้มข้นของอนุภาคซิลเวอร์นาโนท่ีใช้ในการทดลองนี้ ได้แก่ 1, 10 และ 100 

mg l-1 เก็บตัวอย่างน้ําเพ่ือวัดความเข้มข้นแอมโมเนีย  
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ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลองท่ี 1  

การคัดเลือกระบบบําบัดน้ําเสีย 

 

ในเบื้องต้นได้คัดเลือกระบบบําบัดน้ําเสีย 8 ระบบ โดย 6 ระบบเป็นระบบบําบัดน้ําเสียจริง (WWTP1-WWTP6) และ

อีก 2 ระบบเป็นถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิงท่ีเดินระบบในห้องปฏิบัติการ (NRI และ NRII) โดยระบบ WWTP1 WWTP3 WWTP4 

WWTP5 และ WWTP6 เป็นระบบแบบตะกอนแขวนลอย (Suspended-growth system) ส่วนระบบ WWTP2 เป็นระบบ

แบบเซลตรึง (Attached-growth system) ส่วนระบบ NRI และ NRII เป็นระบบแบบตะกอนแขวนลอย ทําการตรวจวัดจํานวน

ยีน amoA ของ AOA และ AOB ในระบบด้วยเทคนิค qPCR ดังแสดงในภาพท่ี 1-1 โดยพบท้ัง AOA และ AOB ในระบบ 

WWTP3 WWTP4 WWTP5 WWTP6 และ NRI สําหรับระบบ WWTP1 WWTP2 และ NRII พบเฉพาะ AOB โดยจํานวน AOA 

น้อยกว่า LOD (Limit of detection)  

จากผลการทดลองไดัข้างต้นได้เลือกตะกอนจากระบบ WWTP3 WWTP4 และ WWTP6 สําหรับการทดลองท่ี 2 

“การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริงด้วยเทคนิค DNA-SIP” 

เนื่องจากท้ัง 3 ระบบมีท้ัง AOA และ AOB อยู่ร่วมกัน แต่มีสัดส่วนประชากร AOA และ AOB แตกต่างกัน สําหรับการทดลอง

ท่ี 3 “การศึกษาสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มสําหรบัการตรวจวัดกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB” ใช้

ตะกอนจากระบบ NRI และ NRII เนื่องจากท้ัง 2 ระบบมีสัดส่วนประชากร AOA และ AOB แตกต่างกันมาก และที่ผ่านมาได้ใช้

น้ําเสียสังเคราะห์ท่ีไม่มีสารอินทรีย์ในการเลี้ยงระบบมาเป็นเวลานาน ทําให้มีจุลินทรีย์กลุ่มเฮทโทโรโทรปในระบบไม่มากเม่ือ

เทียบกับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียจริง ทําให้ช่วยลดผลกระทบของจุลินทรีย์กลุ่มเฮทโทโรโทรปต่อการศึกษาสารยับย้ังการ

ทํางานเฉพาะกลุ่มได้ ซ่ึงช่วยให้ผลการทดลองมีความชัดเจนย่ิงข้ึน สําหรับการทดลองท่ี 4 “การระบุกิจกรรมของ AOA และ 

AOB ด้วยเทคนิค DNA-SIP พร้อมด้วยสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม” จะทําการทกลองกับตะกอนจากระบบ NRI และ NRII 

เนื่องจากเป็นการทดลองท่ีต่อเนื่องจากการทดลองท่ี 3 สําหรับการทดลองท่ี 5 “การตรวจวัดกิจกรรมของ AOA และ AOB ใน

ระบบบบําบัดน้ําเสียจริงด้วยสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม” จะทําการศึกษากับตะกอนจากระบบบําบัด WWTP1 WWTP3 

WWTP4 WWTP5 และ WWTP6 โดยเลือกตะกอนจากระบบบําบัด WWTP3 WWTP4 และ WWTP6 เนื่องจากเป็นระบบ

บําบัดท่ีเลือกสําหรับการทดลองท่ี 2 ไว้แล้ว ส่วนสาเหตุท่ีเลอืกตะกอนจากระบบ WWTP1 ด้วย เนื่องจากระบบนีพ้บแต่ AOB 

ซ่ึงจะช่วยยืนยันผลของสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มต่อ AOB ได้ชัดเจนย่ิงข้ึน ส่วนท่ีเลือกตะกอนจากระบบบําบดั WWTP5 

ด้วยเนื่องจากเป็นระบบท่ีพบ AOA สูง สําหรับการทดลองท่ี 6 “ผลของสารพาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อ

กิจกรรมของ AOB” จะทําการศึกษากับระบบ NRII เท่านั้น โดยการทดลองน้ีถือเป็นส่วนเสริมเพ่ิมเติมโครงการ  
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ภาพท่ี 1-1 จํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ในระบบบําบัดน้ําเสียและถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิง 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลองท่ี 2  

การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริง 

ด้วยเทคนิค DNA-SIP 

 

การทดลองนี้เป็นการใช้เทคนิค DNA-SIP ในการระบุการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์ของ AOA และ 

AOB ในระบบบําบัดน้ําเสียจริง 3 ระบบ ได้แก่ WWTP3 WWTP4 และ WWTP6 หลักการคือการตรวจสอบการกระจายตัวของ

ดีเอ็นเอที่สร้างจาก HCO3
- ท่ีมีคาร์บอนไอโซโทปแตกต่างกันระหว่าง 12C-HCO3

- และ 13C- HCO3
- โดยหลังการปั่นแยกด้วย

เคร่ือง Ultracentrifuge ดีเอ็นเอที่ถูกสร้างด้วยคาร์บอนไอโซโทป 13C จะมีการกระจายตัวในเกรเดียนท์ของสารละลาย CsCl 

ในช่วงความหนาแน่นสูง ขณะท่ีดีเอ็นเอท่ีถูกสร้างด้วยคาร์บอนไอโซโทป 12C จะกระจายตัวอยู่ในช่วงความหนาแน่นตํ่ากว่า ซ่ึง

จะทราบผลเม่ือทําการเก็บแฟรคชัน และทําการตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ในแต่ละแฟรคชันด้วยเทคนิค 

qPCR 

ท้ังนี้ก่อนเริ่มการทดลองกับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียจริง ต้องหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการกระจายตัวของดีเอ็น

เสียก่อน เนื่องจากโรเตอร์ (Rotor) และเคร่ือง Ultracentrifuge ท่ีใช้ในการทดลองนี้มีลักษณะแตกต่างจากงานวิจัยท่ีผ่านมา 

เช่น องศาการเอียงของโรเตอร์ต่อศูนย์กลาง ทิศทางของหลอดขณะเกิดการหมุนเหวี่ยง เป็นต้น ซ่ึงอาจมีผลต่อการแยกตัวของ

ดีเอ็นท่ีแตกต่างกันออกไป จึงจําเป็นต้องมีการทดลองแปรค่าปัจจัยท่ีมีผลต่อการแยกดีเอ็นเอ ได้แก่ ความเข้มข้นสารละลาย 

CsCl และ แรงหนีศูนย์กลาง (G-force) ท่ีใช้ 

 

1. ผลของความเข้มข้นสารละลาย CsCl  

หลักการกระจายตัวของดีเอ็นเอในสารละลาย CsCl ข้ึนอยู่กับ %GC ในดีเอ็นเอของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุ สําหรับ

จุลินทรีย์กลุ่ม AOA และ AOB พบว่ามี %GC เฉลี่ยอยู่ท่ี 45 % ดังนั้นการแปรค่าความเข้มข้นสารละลาย CsCl เร่ิมต้นก่อน

ผสมกับดีเอ็นเพ่ือนําไปปั่นแยกเกรเดียนท์ด้วยเคร่ือง Ultracentrifuge จะทําให้เกิดช่วงเกรเดียนท์ของ CsCl แตกต่างกัน

ออกไป ซ่ึงทําให้ทราบค่าความเข้มข้นของสารละลาย CsCl เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมท่ีครอบคลุมช่วงการกระจายตัวดีเอ็นเอของ 

AOA และ AOB ท่ีเกิดจากคาร์บอนไอโซโทป 12C และ 13C ค่าความหนาแน่นเร่ิมต้นของ CsCl ท่ีทําการทดลองมีค่าดังนี้ 1.80 

1.82 1.84 1.86 และ 1.88 gmL-1 ซ่ึงทําการปั่นแยกด้วยเคร่ือง Ultracentrifuge ท่ีอุณหภูมิ 20 ºC ค่าความเร็วรอบของแรง

หนีศูนย์กลาง (G-force) 178,000xg ระยะเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 2-1 จากการแปรค่าความหนาแน่น

ของ CsCl เร่ิมต้นก่อนผสมกับดีเอ็นเอและนําไปแยกด้วยเคร่ือง Ultracentrifuge พบว่าช่วงเกรเดียนท์การกระจายตัวของ 

CsCl จะแปรตามความหนาแน่นเริ่มต้นของ CsCl  โดยท่ีค่าความหนาแน่นเริ่มต้นของ CsCl ตํ่าจะทําให้ช่วงเกรเดียนท์ค่าความ

หนาแน่นของ CsCl ตํ่าด้วย พิจารณาจากยอดพีคของคาร์บอนไอโซโป 12C ของ AOA และ AOB พบว่าทุกค่าความหนาแน่น

ของ CsCl เร่ิมต้น ของยอดกราฟ AOA อยู่ท่ีประมาณ 1.69 gmL-1 ขณะท่ี AOB  ยอดกราฟอยู่ท่ีประมาณ 1.70 gmL-1 จาก
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ทฤษฎีระบุว่าหากเซลล์ล์มีการสะสม 13C เข้าสู่เซลล์ล์ 100% การเคล่ือนท่ีของกราฟ 13C จะเคลื่อนท่ีไปทางขวาโดยยอดกราฟ

ของ 13C จะห่างจากยอดกราฟของ 12C อยู่ 0.036 gmL-1 ดังนั้นการเลือกช่วงการกระจายเกรเดียนท์ของ CsCl จึงต้องเลือก

ช่วงท่ีครอบคลุมการเคลื่อนท่ีของกราฟ 13C เกิดจากการสะสม 13C เข้าสู่เซลล์ล์ ของ AOA และ AOB ซ่ึงมีค่า 1.726 และ 

1.736 gmL-1 ตามลําดับ จากการพิจารณากราฟ DNA-SIP พบว่าท่ีค่าความหนาแน่นเร่ิมต้นของ CsCl 1.88 gmL-1 (โดยจะได้

ค่าความหนาแน่นเม่ือผสมสารละลายทุกตัวแล้วท่ี 1.70 gmL-1) เป็นค่าท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกดีเอ็นเอของกลุ่มจุลินทรีย์ 

AOA และ AOB ซ่ึงค่าความหนาแน่นดังกล่าวจะถูกใช้เป็นค่าความหนาแน่นเร่ิมต้นของ CsCl ในการแปรค่าความเร็วรอบของ

แรงหนีศูนย์กลางเพื่อหาค่าท่ีเหมาะสม 
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ภาพท่ี 2-1 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับยีน amoA ของ AOA และ AOB ท่ีความหนาแน่นเริ่มต้นของ

CsCl ต่างๆ 
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2. ผลของแรงหนีศูนย์กลาง (G-force) 

 แรงหนีศูนย์กลางขณะทําการปั่นแยกดีเอ็นเอ มีผลต่อการแยกดีเอ็นเอที่มีการสะสมของคาร์บอนไอโซโทปท่ี

แตกต่างกันระหว่าง 12C และ 13C โดยค่าความเร็วรอบท่ีทําการทดลอง มี 3 ค่า ดังนี้ 178,000xg 184,000xg และ 190,000xg 

สําหรับการทดลองน้ีใช้ดีเอ็นท่ีสกัดท่ีได้จากตัวอย่างในน้ําประปาท่ีพบว่าเซลล์มีการสะสมคาร์บอนไอโซโทป 12C และ 13C  เข้าสู่

เซลล์อย่างแน่นอน ซ่ึงผล DNA-SIP จะแสดงการแยกระหว่างกราฟ 12C และ 13C (ภาพท่ี 2-2) ผลการแปรค่าแรงหนีศูนย์กลาง

พบว่า ท้ัง AOA และ AOB มีลักษณะการเคลื่อนท่ีของกราฟ 12C และ 13C ท่ีเหมือนกัน คือ AOA มีพ้ืนท่ีใต้กราฟบางส่วนทาง

ด้านขวาของกราฟ 13C ไม่ซ้อนทับกับกราฟ 12C  พ้ืนท่ีดังกล่าวแสดงถึงสัดส่วนดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการสะสมของ 13C ซ่ึงหนักกว่า

ดีเอ็นเอปกติท่ีสร้างจาก 12C ดังนั้นช่วงค่าความหนาแน่นของช่วงกราฟ 13C (1.68-1.74 gmL-1) จึงมีค่าสูงกว่าช่วงค่าความ

หนาแน่นของช่วงกราฟ 12C (1.68-1.72 gmL-1) ขณะท่ี AOB เกิดการแยกพีคระหว่าง กราฟ 12C และ 13C อย่างชัดเจน โดย

ยอดกราฟของท้ังสองกราฟมีค่าความหนาแน่นต่างกันอยู่ประมาณ 0.04 gmL-1 ดังนั้นการพิจารณาเลือกค่าแรงหนีศูนย์กลางจึง

เลือกพิจารณาจากผล DNA-SIP ของ AOA เป็นหลัก ซ่ึงค่าแรงหนีศูนย์กลางท่ีมีการแยกของกราฟ 13C ท่ีชัดเจนท่ีสุดคือ 

178,000xg  และเม่ือมีการปรับค่าแรงหนีศนูย์กลางให้สูงข้ึนพบว่ายอดกราฟ 13C ของ AOA มีการแยกท่ีน้อยลง

 ดังนั้น สภาวะที่เหมาะสมท่ีใช้สําหรับการแยกยีน amoA ของ AOA และ AOB ด้วยเคร่ือง Ultracentrifuge มี

ดังนี้ ค่าความหนาแน่นเริ่มต้นของ Cscl 1.88 gmL-1 (โดยจะได้ค่าความหนาแน่นเม่ือผสมสารละลายทุกตัวแล้วท่ี 1.70 gmL-1) 

ค่าแรงหนีศูนย์กลาง 178,000xg อุณหภูมิขณะปั่นแยก 20 องศาเซลล์เซียส ระยะเวลาการปั่น 72 ชั่วโมง 
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ภาพท่ี 2-2 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับยีน amoA ของ AOA และ AOB ท่ีแรงหนีศูนย์กลาง (G-

force) ต่างๆ 

 

3. การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริง 

 จากผลการทดลองท่ี 1 ไดัเลือกตะกอนจากระบบ WWTP3 WWTP4 และ WWTP6 มาใช้สําหรับการทดลองท่ี 

เนื่องจากท้ัง 3 ระบบมีท้ัง AOA และ AOB อยู่ร่วมกัน แต่มีสัดส่วนประชากร AOA และ AOB แตกต่างกันโดย WWTP3 มี AOA 

น้อยกว่า AOB WWTP4 มี AOA ใกล้เคียงกับ AOB และ WWTP6 มี AOA มากกว่ากว่า AOB  
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4. การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัด WWTP2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2-3 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP2 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 1 

  

 ภาพท่ี 2-3 และ ภาพท่ี 2-4 แสดงผลการทํา DNA-SIP จากตัวอย่างตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP2 ใน

รอบท่ี 1 และ 2 โดยใช้ตะกอนท่ีเก็บจากช่วงเวลาท่ีแตกต่างกัน 5 เดือน เพ่ือเป็นการทําซํ้าสําหรับยืนยันผลการทดลอง ความ

เข้มข้นแอมโมเนียในนํ้าขาเข้าอยู่ท่ี 7 mgNH4
+-N L-1 และความเข้มข้นแอมโมเนียเร่ิมต้นในถังบ่มอยู่ท่ี 0.5 mgNH4

+-N L-1 ผล

การทดลองพบว่าในรอบท่ี 1 (ภาพท่ี 2-3)  เม่ือการบ่มผ่านไป 28 วัน ไม่มีการเคลื่อนท่ีของกราฟ 13C ของ ยีน amoA ของ 

AOA ขณะท่ี ยีน amoA ของ AOB มีการเคล่ือนท่ีของกราฟ 13C แยกออกจากกราฟ 12C อย่างชัดเจนเมื่อการบ่มผ่านไป 7 วัน 

และได้ผลการทดลองลักษณะเดียวกันเม่ือทําการบ่มซํ้ารอบท่ี 2 (ภาพท่ี 2-4)  

 เม่ือทําการบ่มตะกอนโดยไม่เติมแอมโมเนียให้แก่น้ําขาเข้า แต่มีไบคาร์บอเนตตามเดิม พบว่าเม่ือบ่มตะกอนไป 28 

วัน (ภาพที่ 2-5) ไม่มีการเคล่ือนท่ีของกราฟ 13C ของท้ังยีน amoA ของ AOA และ AOB ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า AOB 

สามารถใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนมาใช้ในการสร้างเซลล์และส่วนประกอบต่างๆของเซลล์เช่น ดีเอ็นเอ ได้ เม่ือมีการใช้

แอมโมเนียเป็นแหล่งพลังงาน โดยจะไม่มีการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนเม่ือไม่มีแอมโมเนีย แสดงให้เห็นว่า AOB มีส่วนร่วมใน

การออกซิไดซ์แอมโมเนียโดยตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP2 สําหรับ AOA ไม่พบการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนมาใช้

ในการสร้างเซลล์ในสภาวะที่มีแอมโมเนีย แสดงให้เห็นว่า AOA ไม่ได้ร่วมออกซิไดซ์แอมโมเนียในตะกอนจากระบบบําบัดน้ํา

เสีย WWTP2 
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ภาพท่ี 2-4 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP2 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 2 
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ภาพท่ี 2-5 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP2 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 0 mgNH4
+-N/L 

 

5. การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัด WWTP4  

 ภาพท่ี 2-6 และ ภาพท่ี 2-7 แสดงผลการทํา DNA-SIP จากตัวอย่างตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP4 ใน

รอบท่ี 1 และ 2 โดยใช้ตะกอนท่ีเก็บจากช่วงเวลาท่ีแตกต่างกัน 1 เดือน เพ่ือเป็นการทําซํ้าสําหรับยืนยันผลการทดลอง ผลการ

ทดลองพบว่าในรอบท่ี 1 (ภาพท่ี 2-6)  เม่ือการบ่มผ่านไป 7 วัน มีการเคลื่อนท่ีของกราฟ 13C ของท้ังยีน amoA ของ AOA และ 

AOB สําหรับการบ่มซํ้ารอบท่ี 2 (ภาพท่ี 2-7) ได้ผลในลักษณะเดียวกัน โดยมีการเคลื่อนท่ีของกราฟ 13C ของท้ังยีน amoA ของ 

AOA ช้ากว่าในรอบท่ี 1 โดยพบการเคลื่อนของกราฟในวันท่ี 14  สําหรับยีน amoA ของ AOB พบการเคลื่อนของกราฟต้ังแต่

วันท่ี 7  เม่ือทําการบ่มตะกอนโดยไม่เติมแอมโมเนียให้แก่น้ําขาเข้า แต่มีไบคาร์บอเนตตามเดิม พบว่าเม่ือบ่มตะกอนไป 14 วัน 

(ภาพท่ี 2-8) ไม่มีการเคล่ือนท่ีของกราฟ 13C ของท้ังยีน amoA ของ AOA และ AOB  
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 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าท้ัง AOA และ AOB สามารถใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนมาใช้ในการสร้างเซลล์และ

ส่วนประกอบต่างๆของเซลล์เช่น ดีเอ็นเอ ได้ เม่ือมีการใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งพลังงาน โดยจะไม่มีการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอน

เม่ือไม่มีแอมโมเนีย แสดงให้เห็นว่า ท้ัง AOA และ AOB มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียโดยตะกอนจากระบบบําบัดน้ํา

เสีย WWTP4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2-6 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP4 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 1 
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ภาพท่ี 2-7 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP4 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 2 
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ภาพท่ี 2-8 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP4 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 0 mgNH4
+-N/L รอบท่ี  
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6. การระบุการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัด WWTP6  

 ภาพท่ี 2-9 และ ภาพท่ี 2-10 แสดงผลการทํา DNA-SIP จากตัวอย่างตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 

ในรอบท่ี 1 และ 2 เพ่ือเป็นการทําซํ้าสําหรับยืนยันผลการทดลอง ผลการทดลองพบว่าในรอบท่ี 1 (ภาพท่ี 2-9)  เม่ือการบ่มผ่าน

ไป 1 สัปดาห์ มีการเคล่ือนท่ีของกราฟ 13C ของท้ังยีน amoA ของ AOA และ AOB สําหรับการบ่มซํ้ารอบท่ี 2 (ภาพท่ี 2-10) 

ได้ผลในลักษณะเดียวกัน เม่ือทําการบ่มตะกอนโดยไม่เติมแอมโมเนียให้แก่น้ําขาเข้า แต่มีไบคาร์บอเนตตามเดิม พบว่าเม่ือบ่ม

ตะกอนไป 4 สัปดาห์ (ภาพท่ี 2-11) ไม่มีการเคล่ือนท่ีของกราฟ 13C ของท้ังยีน amoA ของ AOA และ AOB  

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าท้ัง AOA และ AOB สามารถใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนมาใช้ในการสร้างเซลล์และ

ส่วนประกอบต่างๆของเซลล์เช่น ดีเอ็นเอ ได้ เม่ือมีการใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งพลังงาน โดยจะไม่มีการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอน

เม่ือไม่มีแอมโมเนีย แสดงให้เห็นว่า ท้ัง AOA และ AOB มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียโดยตะกอนจากระบบบําบัดน้ํา

เสีย WWTP6   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2-9 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 1 
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ภาพท่ี 2-10 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 2 
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ภาพท่ี 2-11 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA (แถวซ้าย) และ ยีน amoA ของ AOB 

(แถวขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 ความเข้มข้นแอมโมเนีย 0 mgNH4
+-N/L  
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7. การการวิเคราะห์รหัสพันธ์ุกกรรมของยีน amoA ของ AOA ในระบบบบําบัด WWTP6  

ในการทดลองนี้ได้เลือกตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 มาวิเคราะห์รหัสพันธ์ุกกรรมของยีน amoA ของ 

AOA จากตัวอย่างท่ีเก็บในรอบท่ี 1 และ 2 ของระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 ผลการทดลองพบว่า AOA ท่ีพบ อยู่ใน subcluster 

ภายใน group 1.1b Thaumarcheota (ภาพท่ี 2-12) แสดงให้เห็นว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากร AOA ในตัวอย่างท่ี

เก็บท้ัง 2 รอบ  งานตีพิมพ์ในอดีตพบ AOA subcluster นี้ในระบบบําบดัน้ําเสียอ่ืน (Limpiyakorn และคณะ 2011) อย่างไรก็

ตามยังไม่พบ AOA ท่ีทําการเพาะเลี้ยงได้ใน subcluster นี้ AOA ท่ีทําการเพาะเลี้ยงได้จากระบบบําบัดน้ําเสียจะจัดอยู่ใน 

subcluster อ่ืนโดยมี Candidatus Nitrosotenuis cloacae ซ่ึงมาจากระบบบําบัดน้ําเสียในจีน จัดอยู่ใน group 1.1a 

Thaumarcheota (Li และคณะ 2016) และ Candidatus Nitrosocosmicus exaquare ท่ีเพาะเล่ียงได้จากระบบบําบัดน้ํา

เสียในแคนาดาจัดอยู่ในกลุ่ม Ntrososphaera sister cluster ใน group 1.1b Thaumarcheota (Sauder และคณะ 2017) 

สําหรับ AOA ใน group 1.1b Thaumarcheota ท่ีมีท้ังหมด จะเพาะเลี้ยงมาจากตัวอย่างท่ีไม่ได้มาจากระบบบําบัดน้ําเสีย 

ยกตัวอย่างเช่น Candidatus Nitrososphaera gargensis จากน้ําพุร้อน (Hatzenpichler และคณะ 2008), Candidatus 

Nitrososphaera viennensis จากดิน (Tourna และคณะ 2011) โดย AOA ท่ีพบใน WWTP6 ถูกจัดอยู่ในกิ่งของต้นไม้

วิวัฒนาการท่ีแตกต่างจาก AOA ท่ีเป็นตัวแทนของ group 1.1b Thaumarcheota ซ่ึงหมายความว่า AOA ท่ีพบใน WWTP6 

น่าจะมีลักษณะสมบัติต่างจาก AOA ท่ีเป็นตัวแทนของ group 1.1b Thaumarcheota 
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ภาพที่ 2-12 ต้นไม้วิวัฒนาการ คํานวณจากยีน amoA ของ AOA จากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 โดยรหัสพันธุกรรมท่ีได้

จากการทดลองนี้จะมีชื่อชั้นต้นด้วย AOA-DD 
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8. การพัฒนาไพร์เมอร์ท่ีเฉพาะเจาะจงกับยีน amoA ของ AOA ท่ีพบในระบบบบําบัด WWTP6  

ผลการวิเคราะห์รหัสพันธ์ุกรรมของยีน amoA ของ AOA ในระบบบบําบัด WWTP6 พบว่า AOA ท้ังหมดจัดรวมกัน

อยู่ใน subcluster เดียวกัน ซ่ึงอยู่ภายใน group 1.1b Thaumarcheota การทดลองในส่วนนี้จึงทําการออกแบบไพร์เมอร์ท่ี

เฉพาะเจาะจงกับ AOA ใน subcluster นี้ เพ่ือยืนยันว่า AOA ใน subcluster นี้มีการเจริญเติบโตแบบออโตโทรปขณะท่ี

ออกซิไดซ์แอมโมเนียจริง ท้ังนี้ เนื่องจากไพร์เมอร์ Arch-amoAF และ Arch-amoAR และไพร์เมอร์ CamoA-19f และ 

CamoA-616r ท่ีใช้ในการทดลองก่อนหน้านี้คลอบคลุม AOA ท้ังหมด ทําให้ไม่สามารถระบุได้ว่าผลจาก DNA-SIP มาจาก 

AOA กลุ่มนี้หรือไม่ 

การออกแบไพร์เมอร์ใช้โปรแกรม ARB (Department of Microbiology, Technische Universitat Munchen 

[http://www.arb-home.de]) และฐานข้อมูลยีน amoA ของ AOA จาก Pester และคณะ (2012) ซ่ึงไพร์เมอร์ท่ีได้ 

ประกอบด้วยลําดับเบส ดังนี้  

Forward primer-   5’ TACTGGGCKACCAGAAGA 3’  

Reverse primer-   5’ TAACGCAACGGGACTGTT 3’  

จากนั้นได้ทําการตรวจสอบไพรเมอร์ท่ีออกแบบใหม่โดย การทํา PCR-sequencing กับตัวอย่างตะกอนจากระบบ

บําบัดน้ําเสีย WWTP4 และ WWTP6 โดยทําโคลนนิ่งและเลือกโคโลนีประมาณ 20 โคโลนีสําหรับแต่ละตัวอย่างไปถอดรหัส

พันธุกรรม จากนั้นนํารหัสพันธุกรรมไปใส่ในต้นไม้วิวัฒนาการท่ีทําไว้ก่อนหน้ากับยีน amoA ของ AOA ด้วยฐานข้อมูลของ 

Pester และคณะ (2012) ซ่ึงบรรจุรหัสพันธุกรรมของตัวอย่าง WWTP6 ท่ีได้จากไพร์เมอร์ CamoA-19f และ CamoA-616r 

(ภาพท่ี 2-13) ผลการทดลองพบว่ารหัสพันธุกรรมท่ีได้จากไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหม่ท้ังหมด ตกอยู่ใน subcluster เดียวกัน

ภายใน group 1.1b Thaumarcheota ดังท่ีพบด้วยไพร์เมอร์ CamoA-19f และ CamoA-616r โดยไม่มีรหัสพันธุกรรมใดอยู่

นอก subcluster นี้เลย แสดงให้เห็นว่าไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหม่มีความเฉพาะเจาะจงกับ AOA ใน subcluster นี้เท่านั้น 
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 ภาพท่ี 2-13 ต้นไม้วิวัฒนาการคํานวณจากยีน amoA ของ AOA จากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP4 และ WWTP6 ท่ีได้จาก

ไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหม่ และไพร์เมอร์ CamoA-19f และ CamoA-616r โดยคํานวณร่วมกับฐานข้อมูลของ Pester และคณะ 

(2012) 
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จากนั้นนําไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหม่ไปใช้กับตัวอย่าง DNA-SIP ท่ีทํากับระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 ความเข้มข้น

แอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 2 ท่ีระยะเวลาการบ่ม 7 วัน (ภาพท่ี 2-10) โดยผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 2-14 ซ่ึง

พบว่ากราฟท่ีได้จากไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหม่ มีลักษณะการกระจายตัวเช่นเดียวกับกราฟท่ีเกิดจากการใช้ไพร์เมอร์ท่ี CamoA-

19f และ CamoA-616r ซ่ึงเป็นการยืนยันว่า AOA ใน subgroup นี้มีการเจริญเติบโตแบบออโตโทรปขณะท่ีออกซิไดซ์

แอมโมเนียจริง 

 

ภาพท่ี 2-14 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ ยีน amoA ของ AOA ท่ีตรวจวัดด้วยไพร์เมอร์ CamoA-19f 

และ CamoA-616r (ภาพซ้าย) และไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหม่ (ภาพขวา) ของตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 ความ

เข้มข้นแอมโมเนีย 7 mgNH4
+-N/L รอบท่ี 2 

 

9. งานวิจัยอื่นท่ีศึกษาการออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของจุลินทีย์กลุ่ม AOA และ AOB ในระบบบบําบดัน้ําเสีย 

งานวิจัยในอดีตพบว่า AOA ท่ีอยู่ในกลุ่มอ่ืนๆ นอกเหนือจากท่ีพบในระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 สามารถออกซิไดซ์

แอมโมเนียโดยใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนได้ ยกตัวอย่างเช่น การศึกษาด้วยเทคนิค DNA-SIP พบว่า 

Candidatus Nitrosotenuis cloacae ซ่ึงอยู่ใน group 1.1a Thaumarcheota สามารถเจริญเติบโตแบบออโตโทรปได้ (Li 

และคณะ 2016) ผลการศึกษาด้วยเทคนิค CARD-FISH-MAR พบว่า Candidatus Nitrosocosmicus exaquare ซ่ึงอยู่ใน 

group 1.1b Thaumarcheota ก็สามารถนํา 14C-HCO3
- เข้าสู่เซลล์ขณะท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียได้ (Sauder และคณะ 2017) 

อย่างไรก็ตาม Mußmann และคณะ (2011) พบว่า AOA ในระบบบําบัดน้ําเสียโรงกลั่นไม่ได้ใช้ 14C-HCO3
-  จากการตรวจสอบ

ด้วยเทคนิค FISH-MAR โดยจะเห็นได้ว่างานวิจัยท่ีเกี่ยวกับกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียในระบบบําบัดน้ําเสียมีอยู่อย่าง

จํากัด และได้ผลท่ีได้มีความขัดแย้งกัน ซ่ึงผลการทดลองท่ี 2 กับระบบบําบัดน้ําเสีย 3 ระบบ พบว่า AOA ในระบบบําบัด 2 

ระบบจาก 3 ระบบ มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย ซ่ึงเป็นการช่วยเพ่ิมความเข้าใจเกี่ยวกับกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของ AOA ในระบบบําบัดน้ําเสียมากย่ิงข้ึน 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลองท่ี 3 

การศึกษาสารยับยั้งการทํางานเฉพาะกลุ่มสําหรับการตรวจวัดกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB 

 

การทดลองนี้เป็นการศึกษาสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม เพ่ือใช้สําหรับการตรวจวัดกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของ AOA และ AOB ในระบบเชื้อผสม (Mixed culture systems) ได้แก่ ตัวอย่างจากระบบสิ่งแวดล้อมต่างๆ 

และตัวอย่างจากระบบทางวิศวกรรม สารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มท่ีทําการศึกษาคือ ATU และ PTIO โดย ATU มี

เป้าหมายยับย้ังเอนไซน์ AMO ซ่ึงเป็นเอนไซน์ท่ีใช้ในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย โดยจะทําหน้าท่ียับย้ัง Copper chelating ท่ี

เอนไซน์ AMO (Shen และคณะ 2013) และ PTIO เป็นสารท่ีเป็น NO scavenger โดย NO เป็นผลิตภัณฑ์ระหว่างกลางของ

การออกซิไดซ์แอมโมเนียไปเป็นไนไตรทของ AOA (Walker และคณะ 2010)  การศึกษาทํากับตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI 

และ NRII เนื่องจากตะกอนจากท้ัง 2 ถังปฏิกรณ์ มีสัดส่วนประชากร AOA และ AOB แตกต่างกันอย่างชัดเจน และที่ผ่านมาได้

ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไม่มีสารอินทรีย์ในการเลี้ยงระบบมาเป็นเวลานาน ทําให้มีจุลินทรีย์กลุ่มเฮทโทโรโทรปในระบบไม่มากเม่ือ

เทียบกับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียจริง ทําให้ช่วยลดผลกระทบของจุลินทรีย์กลุ่มเฮทโทโรโทรปต่อการศึกษาสารยับย้ังการ

ทํางานเฉพาะกลุ่มได้  

 

1. จํานวนและกลุ่มประชากร AOA และ AOB ในถังปฏิการณ์ NRI และ NRII 

ตลอดระยะเวลาของการทดลอง ความเข้มข้นแอมโมเนียในนํ้าออกของถังปฏิกรณ์ NRI อยู่ท่ี 0.07 ± 0.03 mgN l-1 

ความเข้มข้นไนไตรทอยู่ท่ี <LOD (0.1 mgN l-1) ความเข้มข้นไนเตรทอยู่ท่ี 26.17±4.44 mgN l-1 ซ่ึงสมดุลกับความเข้มข้น

แอมโมเนียในน้ําเข้า ผลการตวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ทุกๆเดือนด้วนเทคนิค qPCR พบว่าจํานวนยีน 

amoA ของ AOA อยู่ท่ี 5.53× 102 ± 9.34×101 ถึง 7.88× 103 ± 1.17× 103 copies ng genomic DNA-1 โดยจํานวนยีน 

amoA ของ AOB อยู่ท่ี 7.38× 101 ± 1.79×101 ถึง 1.16× 103 ± 1.39× 102 copies ng genomic DNA-1 (ภาพท่ี 3-1a) 

จํานวนยีน amoA ของ AOA มากว่า จํานวนยีน amoA ของ AOB โดยเฉลี่ย 16 เท่าตลอดการทดลอง การวิเคราะห์ต้นไม้

วิวัฒนาการ จากตัวอย่างท่ีเก็บในเดือนท่ี 1 และ 6 ของการทดลองแสดงในรูปท่ี ภาพที่ 3-2 และ ภาพท่ี 3-3  ผลการศึกษา

พบว่า AOA ท่ีพบในถังปฏิกรณ์ NRI ท้ังหมดจัดอยู่ในกลุ่ม Nitrososhaera sister cluster ซ่ึงเป็นสมาชิกใน Group 1.1b 

Thaumacheota (ภาพท่ี 3-2) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากร AOA ในท้ังสองช่วงเวลาท่ีทํา

การเก็บตัวอย่าง ส่วน AOB ทีพบจัดอยู่ในกลุ่ม Nitrosomonas europaea cluster Nitrosomonas communis cluster 

และ Nitrosomonas oligotropha cluster (ภาพท่ี 3-3) โดย AOB ส่วนใหญ่ท่ีพบในเดือนท่ี 1 จัดอยู่ในกลุ่ม 

Nitrosomonas oligotropha cluster และ Nitromonas europaea cluster ในเดือนท่ี 6 ผล Scanning electron 

micrograph แสดงในรูปท่ี ภาพท่ี 3-4  โดยพบเซลล์บางเซลล์มีรูปร่างแบบทรงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.8 

μm เกาะกันเป็นกลุ่ม นอกจากนี้ยังพบเซลล์แบบแท่งซ่ึงมีความยาวหลากหลายขนาด  
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ภาพท่ี 3-1 จํานวนยีน amoA ของ AOA and AOB ใน a) NRI and b) NRII 
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ภาพท่ี 3-2 ต้นไม้วิวัฒนาการ คํานวณจากยีน amoA ของ AOA 
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ภาพท่ี 3-3 ต้นไม้วิวัฒนาการ คํานวณจากยีน amoA ของ AOB 
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(a)           (b) 

         

 

 

 

 

 

 

 

(c)                                                                                  (d) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3-4 Scanning electron micrograph ของ NRI (a) scale bar 5 μM. (b-e) scale bar 1 μM 
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(a)                                                                            (b) 
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ภาพที่ 3-5 Scanning electron micrograph ของ NRII (a) scale bar 5 μM. (b-e) scale bar 1 μM 
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สําหรับถัง NRII ความเข้มข้นแอมโมเนียในถังอยู่ท่ี 14.19 ± 9.54 mgN l-1 ความเข้มข้นไนไตรทอยู่ท่ี 6.24 ± 6.79 

mgN l-1 และไนเตรทอยู่ท่ี 370.12 ± 26.19 mgN l-1 โดยผลรวมความเข้มข้นแอมโมเนีย ไนไตรท และไนเตรทในน้ําออก

ใกล้เคียงกับในน้ําเข้า จํานวนยีน amoA ของ AOA ตํ่ากว่า LOD ท่ีประมาณ 4.29 copies ng genomic DNA-1 ตลอดการ

ทดลอง (ภาพท่ี 3-1b) จํานวนยีน amoA ของ AOB อยู่ท่ี 8.76× 104 ± 2.08× 104 ถึง 3.85× 105± 6.56× 104 copies ng 

genomic DNA-1 AOB ท่ีพบอยู่ในกลุ่ม Nitrosomonas europaea cluster Nitrosomonas communis cluster และ 

Nitrosomonas oligotropha cluster (ภาพท่ี 3-3) โดยมี Nitrosomonas europaea cluster เป็นกลุ่มเด่นท้ังสอง

ช่วงเวลา SEM แสดงเซลล์ส่วนใหญ่มีลักษณะแท่งซ่ึงมีความยาวหลากหลายขนาด 

ถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII ใช้ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียและเดินระบบด้วยสภาวะที่แตกต่างกัน โดยถังปฏิกรณ์ 

NRI ใช้ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียชุมชนท่ีพบท้ัง AOA และ AOB อยู่ร่วมกัน นอกจากนี้ยังเดินระบบด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ

แบบอนินทรีย์ ท่ีมีธาตุอาหารและวิตามินหลากหลายชนดิ ซ่ึงใช้ในการเพาะเลี้ยง AOA ในอดีต (Konneke และคณะ 2005; 

Tourna และคณะ 2011) นอกจากนี้ถังปฏิกรณ์ NRI ยังเดินระบบเพ่ือให้ความเข้มข้นแอมโมเนียอยู่ในระดับตํ่า โดยงานวิจัยใน

อดีตใช้ความเข้มข้นแอมโมเนียเร่ิมต้นท่ี ≤7 mgN/L ในการเพาะเลี้ยง AOA (Konneke และคณะ 2005; Lehtovira-Morley 

และคณะ 2016; Sauder และคณะ 2017) สภาวะต่างๆที่กล่าวมาในข้างต้นน่าจะเป็นสาเหตุท่ีสนับสนุนการเจริญเติบโตของ 

AOA ในถังปฏิกรณ์ NRI ในทางกลับกัน ถังปฏิกรณ์ NRII ใช้ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียท่ีพบแต่ AOB โดยไม่พบ AOA 

อาหารเลี้ยงเชิ้อท่ีใช้มีธาตุอาหารจํากัด และเดินระบบให้มีแอมโมเนียในถังมีความเข้มข้นสูง ซ่ึงน่าจะเป็นการสนับสนุนการ

เจริญเติบโตของ AOB ในระบบ 

 ผลการวิเคราะห์ต้นไม้วิวัฒนาการพบว่ายีน amoA ของ AOA ท่ีพบในถังปฏิกรณ์ NRI อยู่ในกลุ่ม Nitrososhaera 

sister cluster ซ่ึงอยู่ในกลุ่ม Group 1.1b Thaumacheota จนถึงปัจจุบัน Candidaus Nitrosocosmicus franklandus 

และ Candidaus Nitrosocosmicus exaquare ถือเป็น AOA ท่ีเป็นตัวแทนของกลุ่ม Nitrososhaera sister cluster โดย 

Candidaus Nitrosocosmicus franklandus ได้มาจากตัวอย่างดินในสก็อตแลนด์ (Laura และคณะ 2016) ส่วน 

Candidaus Nitrosocosmicus exaquare ได้มาจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบจานหมุนชีวภาพ (Rotating biological 

contactors) ในแคนาดา (Sauder และคณะ 2017) สําหรับยีน amoA ท่ีได้จาก ถังปฏิกรณ์ NRI มีความเหมือน 90-95% กับ 

Candidaus Nitrosocosmicus exaquare และ 89-91% กับ Candidaus Nitrosocosmicus franklandus ผลจาก 

Scanning electron micrograph แสดงให้เห็นเซลล์บางเซลล์ในถังปฏิกรณ์ NRI เป็นทรงกลม เส้นผ่านศูนย์กลาง

โดยประมาณ 0.8 μm เกาะกันอยู่เป็นกลุ่ม โดยเคยมีการพบเซลล์และการเกาะกลุ่มในลักษณะเดียวกันนี้กับ Candidaus 

Nitrosocosmicus exaquare ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลางโดยประมาณอยู่ท่ี 1.3 μm (Sauder และคณะ 2017) อย่างไรก็ตามผล

จาก Scanning electron microscope ไม่สามารถระบุได้ว่าเซลล์ทรงกลมท่ีพบนี้ จะเกี่ยวข้องกับ AOA เนื่องจากไม่สามารถ

ใช้ Scanning electron microscope ในการระบุชนิดของจุลินทรีย์ในระบบเซลล์ผสม (Mixed culture system) ได้ 
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ยีน amoA ของ AOB ท่ีพบในถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII อยู่ในกลุ่ม Nitrosomonas europaea cluster 

Nitrosomonas communis cluster และ Nitrosomonas oligotropha cluster ในอดีต AOB ท้ัง 3 กลุ่มนี้เคยพบใน

ระบบบําบัดน้ําเสียและถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิง (Sonthiphand และคณะ 2011, Limpiyakorn และคณะ 2011)  

 

2. กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียภายใต้สภาวะที่มี ATU และ PTIO 

การทดลองกับ ATU ได้ทําทดลองกับตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII ใน 2 ช่วงเวลา โดยเก็บตัวอย่างในเดือน

ท่ี 2 และ 12 สําหรับถังปฏิกรณ์ NRI (ภาพท่ี 3-6a และ ภาพท่ี 3-7a ตามลําดับ) และในเดือนท่ี 2 และ 6 สําหรับถังปฏิกรณ์ 

NRII (ภาพท่ี 3-6b และ ภาพท่ี 3-7b ตามลําดับ) สําหรับถังปฏิกรณ์ NRII ซ่ึงพบเฉพาะ AOB อย่างเดียว ผลการทดลองแสดง

ให้เห็นว่า ความเข้มข้น ATU ต้ังแต่ 10 μM ข้ึนไป สามารถยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ NRII ลงได้

โดยสมบูรณ์ ในขณะท่ีถังปฏิกรณ์ NRI ซ่ึงพบท้ัง AOA และ AOB ต้องใช้ ATU ท่ีความเข้มข้ันเกิน 500 μM ข้ึนไปในการยับย้ัง

กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียท้ัโดยสมบูรณ์ โดย ATU ท่ีความเข้มข้ัน 10-200 μM ยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ได้บางส่วน งานวิจัยในอดีตของ Martens-Habbena และคณะ (2015) พบว่ากิจกรรมการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนีย ของ Nitrosomonas europaea Nitrosomonas oligotropha Nitrosomonas ureae 

Nitrosomonas cryotolerans และNitrosospira multiformis ถูกยับย้ังโดยสมบูรณ์ท่ีความเข้มข้น ATU >3.3 μM ซ่ึง

สอดคล้องกับผลการทดลองกับตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRII ท่ีพบเฉพาะ AOB อย่างเดียว ช่วงความเข้มข้นของ ATU ท่ี

สามารถยับย้ัง AOB โดยสมบูรณ์ดังท่ีกล่าวมานี้ มีผลเพียงเล็กน้อยต่อ AOA กล่าวคือ ATU ท่ีความเข้มข้น <100 μM ไม่ยับย้ัง

กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ Candidatus Nitrosotenuis cloacae และ Candidatus Nitrosocosmicus 

exaquare ซ่ึงมาจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Li และคณะ 2016 and Sauder และคณะ 2017) โดยหากต้องการยับย้ัง AOA โดย

สมบูรณ์ ต้องใช้ความเข้มข้น ATU สูงกว่านี้ ยกตัวอย่างเช่น Ntrosopumilus maritimus strain HCA1 และ Candidatus 

Nitrosotenuis cloacae สามารถถูกยับย้ังโดยสมบูรณ์ท่ีความเข้มข้น ATU 700 และ 1000 μM ตามลําดับ (Martens-

Habbena และคณะ 2015; Li และคณะ 2016) ซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดลองของตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI ท่ีพบท้ัง AOA 

และ AOB อยู่ร่วมกันในถัง ซ่ึงต้องใช้ ATU เกิน 500 μM ในการยับย้ังกิจกรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียโดยสมบูรณ์ และผล

การทดลองส่วนนี้ยังระบุได้อีกว่า การใช้ ATU ท่ีความเข้มข้นระหว่าง 10-200 μM น่าจะสามารถตรวจวัดการทํางานของ 

AOA ท่ีอยู่ในระบบได้ เนื่องจาก AOB ท่ีอยู่ในระบบจะถูกยับย้ังท่ีความเข้มข้น ATU ในช่วงนี้แล้ว ดังผลท่ีได้จากถังปฏิกรณ ์

NRII 
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(a)                                                                               (b) 

         

 

 

 

 

 

 

 

(c)                                                                                       (d) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3-6 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ (a) ATU สําหรับถังปฏิกรณ์ NRI ท่ีเก็บตะกอนในเดือนท่ี 2 (b) 

ATU สําหรับถังปฏิกรณ์ NRII ท่ีเก็บตะกอนในเดือนท่ี 2 (c) PTIO สําหรับถังปฏิกรณ์ NRI เก็บตะกอนในเดือนท่ี 2 และ (d) 

PTIO สําหรับถังปฏิกรณ์ NRII เก็บตะกอนในเดือนท่ี 3 
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  (a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3-7 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ ATU (a) สําหรับถังปฏิกรณ์ NRI ท่ีเก็บตะกอนในเดือนท่ี 12 และ 

(b) สําหรับถังปฏิกรณ์ NRII ท่ีเก็บตะกอนในเดือนท่ี 6 
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การทดลองกับ PTIO ได้ใช้ PTIO ท่ีความเข้มข้น 50 100 และ 300 μM กับตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII ท่ี

เก็บในเดือนท่ี 2 และ 3 ตามลําดับ (ภาพท่ี 3-6c และ d) ผลการทดลองพบว่า PTIO ท้ัง 3 ความเข้มข้นท่ีใช้ไม่สามารถยับย้ัง

กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ NRII ท่ีพบเฉพาะ AOB เพียงอย่างเดียวได้ สําหรับถังปฏิกรณ์ NRI ท่ีพบท้ัง 

AOA และ AOB  ไม่พบการยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนีย ท่ีความเขม้ข้น PTIO 50 และ 100 μM โดยมีการยับย้ัง

บางส่วนท่ีความเข้มข้น PTIO 300 μM ผลการทดลองในอดีตพบว่า PTIO ไม่มีผลต่อการยับย้ัง AOB โดย Martens-

Habbena และคณะ (2015) พบว่ากิจกรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ Nitrosomonas europaea Nitrosomonas 

oligotropha Nitrosomonas ureae Nitrosomonas cryotolerans และ Nitrosospira multiformis ไม่ถูกยับย้ังท่ี PTIO 

100 μM ซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดลองของถังปฏิกรณ์ NRII  ในทางกลับกัน PTIO มีผลต่อการยับย้ัง AOA เป็นอย่างมาก 

Candidatus Nitrosocosmicus exaquare สามารถถูกยับย้ังโดยสมบูรณ์ท่ี PTIO ท่ีความเข้มข้น 100 μM (Seuder และ

คณะ 2017) และ PTIO ความเข้มข้น  100 μM ยับย้ัง Nitrosopumilus maritimus strain HCA1 และ stain SCM1 ได้โดย

สมบูรณ์ (Martens-Habbena และคณะ 2015) 

เนื่องจากถังปฏิกรณ์ NRI พบท้ัง AOA และ AOB อยู่ร่วมกัน การเติม PTIO เพียงอย่างเดียวจะไม่สามารถยับย้ัง

กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์นี้ได้โดยสมบูรณ์ จึงได้ทําการทดลองเติม PTIO ท่ีความเข้มข้น 100 μM 

ควบคู่กับ ATU ท่ีความเข้มข้น 30 80 150 และ 2000 μM โดยได้ทําการทดลองกับตะกอนจากถังปฏิกรณ์ท้ัง  2 ถัง โดยใช้

ตะกอนท่ีเก็บในเดือนท่ี 2 และ 3 สําหรับถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII ตามลําดับ (ภาพท่ี 3-8) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การ

ยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียเกิดข้ึนโดยสมบูรณ์ เม่ือเติม PTIO ท่ีความเข้มข้น 100 μM ควบคู่กับ ATU ทุกๆความ

เข้มข้นท่ีทําการศึกษา ซ่ึงหมายความว่า PTIO ท่ีความเข้มข้น 100 μM สามารถยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ 

AOA ในถังปฏิกรณ์ NRI ได้โดยสมบูรณ์ เนื่องจาก ATU ท่ีความเข้มข้น ≥10 μM เพียงพอต่อการยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของ AOB ในระบบแล้ว  

 

3. การมีส่วนร่วมของ AOA และ AOB ในกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII 

ผลการทดลองท่ี 3 แสดงให้เห็นว่าในถังปฏิกรณ์ NRI ท้ัง AOA และ AOB มีส่วนร่วมในกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของถังปฏิกรณ์ ดังจะเห็นได้จากเม่ือเติม ATU ความเข้มข้น 30, 80, 150 μM กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนีย

ยังคงเหลืออยู่ แต่เม่ือเติม PTIO ความเข้มข้น  100 μM ร่วมกับ ATU ความเข้มข้น 30, 80, 150 μM กิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียท้ังหมดหมดถูกยับย้ังลง ส่วนถังปฏิกรณ์ NRII AOB เป็นผู้ทํากิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ ดังจะ

เห็นได้จากเม่ือเติม ATU ท่ีความเข้มข้น ≥10 μM กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียท้ังหมดถูกยับย้ังลง 
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(a)  ATU 30 μM + PTIO 100 μM 

  

 

 

 

 

 

(b) ATU 80 μM + PTIO 100 μM 

 

 

 

 

 

 

(c) ATU 150 μM + PTIO 100 μM 

 

 

 

 

 

 

(d) ATU 2000 μM + PTIO 100 μM 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3-8 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ ATU และ PTIO ท่ีความเข้มข้น ATU ต่างๆ สําหรับถังปฏิกรณ์ 

NRI และ NRII ท่ีเก็บตัวอย่างในเดือนท่ี 2 และ 3 ตามลําดับ 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลองท่ี 4 

การระบุกิจกรรมของ AOA และ AOB ด้วยเทคนิค DNA-SIP พร้อมด้วยสารยับยั้งการทํางานเฉพาะกลุ่ม 

 

การทดลองนี้เป็นการศึกษาการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์ AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์ NRI และ

ศึกษาผลของ ATU ต่อการสร้างเซลล์ AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์ดังกล่าว โดยใช้เทคนิค DNA-SIP ด้วยการติด 13C ท่ี HCO3
- 

ซ่ึงใช้เป็นแหล่งคาร์บอนระหว่างการบ่มด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแอมโมเนียเป็นแหล่งพลังงาน ความเข้มข้นของ ATU ท่ีใช้ในการ

ทดลองคือ 80 μM ซ่ึงเป็นความเข้มข้นท่ียืนยันจากการทดลองท่ี 3 แล้วว่ายับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOB 

โดยสมบูรณ์  และ ATU ท่ีความเข้มข้นนี้ไม่น่าจะยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA  

 

1. การใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์ AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์ NRI 

ทําการบ่มตะกอนจากถังปฏิกรณ ์NRI เป็นเวลา 30 วัน ความเข้มข้นแอมโมเนีย ไนไตรท และไนเตรท ในน้ําเข้าละน้ํา

ออกของถังบ่มแสดงดัง ภาพท่ี 4-1a จํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ซ่ึงตรวจวัดด้วยเทคนิค qPCR ระหว่างการบ่ม

แสดงดังภาพท่ี 4-1b และ ภาพท่ี 4-1c ตามลําดับ ในวันท่ี 21 ของการบ่ม จํานวนยีน amoA ของ AOA มีจํานวนไม่ต่างจาก

เม่ือเร่ิมทําการทดลองมากนัก แสดงให้เห็นว่า AOA มีการเจริญเติบโตและรักษาจํานวนเซลล์ในระบบไว้ได้ ถึงแม้ว่าระบบเป็น

แบบไหลต่อเนื่องซ่ึงมีการท้ิงเซลล์ออกจากระบบตลอดเวลา ผลการตรวจนับจํานวนยีน amoA ของ AOB เป็นไปในทิศทาง

เดียวกันกับ AOA  

จากนั้นได้ทําการปั่นแยกดีเอ็นเอจากตัวอย่างตะกอนท่ีเก็บจากถังบ่มในวันเริ่มการทดลองและวันท่ี 21 ของการบ่ม 

ด้วยเคร่ือง Ultracentrifuge เพ่ือให้เกิดการแยกดีเอ็นเอในสารละลาย CsCl แล้วทําการเก็บแฟรคชัน จากนั้นทําการตรวจวัด

จํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ในแต่ละแฟรคชันด้วยเทคนิค qPCR 

ภาพท่ี 4-2a และ ภาพท่ี 4-2b เเสดง DNA-SIP profiles ของจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ในแต่ละแฟรค

ชัน ในวันท่ี 21 ของการบ่ม ยอดกราฟของยีน amoA ของ AOA สําหรับชุดบ่มด้วย 12C-HCO3
-  ปรากฏท่ี 1.6961 g ml-1 ซ่ึง

ยอดกราฟนี้มีการเคล่ือนไปท่ี 1.7114 g ml-1 ในชุดบ่มด้วย 13C-HCO3
-  (ภาพท่ี 4-2a) ซ่ึงเป็นการเคลื่อนตัวไปในทิศทางท่ีมี 

Buyout density สูงข้ึน แสดงให้เห็นว่ายีน amoA ของ AOA มีน้ําหนักมากข้ึนจากการท่ีเซลล์นํา 13C-HCO3
- มาใช้ในการสร้าง

ส่วนประกอบต่างๆของเซลล์ อาทิเช่น ดีเอ็นเอ สําหรับยีน amoA ของ AOB ผลท่ีได้มีลักษณะเดียวกันคือ ในวันท่ี 21 ของการ

บ่ม ยอดกราฟของยีน amoA ของ AOB เคลื่อนตัวจาก 1.7070 g ml-1 สําหรับชุดบ่มด้วย 12C-HCO3
-  ไปท่ี 1.7234 g ml-1 

สําหรับชุดบ่มด้วย 13C-HCO3
-  (ภาพท่ี 4-2b) ซ่ึงผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์ AOB นํา 13C-HCO3

- มาใช้ในการ

ส่วนประกอบของเซลล์ เช่นเดียวกัน  
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ผลการทดลอง DNA-SIP แสดงให้เห็นว่าเซลล์ของ AOA และ AOB มีการนํา 13C ไปเป็นส่วนประกอบในการสร้างยีน 

amoA ซ่ึงหมายความว่า AOA และ AOB สามารถเจริญเติบโตแบบ chemolithoautotrophy ซ่ึงใช้สารอนินทรีย์เป็นแหล่ง

พลังงาน (แอมโมเนีย) และแหล่งคาร์บอน (HCO3
-) ได้ งานวิจัยในอดีตพบว่า Candidaus Nitrosocosmicus exaquare, ซ่ึง

มีรห้สพุนธุกรรมของยีน amoA ใกล้เคียงกับ AOA ท่ีพบในถังปฏิกรณ์ NRI ดังการทดลองท่ี 3 สามารถใช้ HCO3
- เป็นแหล่ง

คาร์บอนระหว่างการออซิไดซ์แอมโมเนียเช่นเดียวกัน หากแต่ Candidaus Nitrosocosmicus exaquare ยังสามารถใช้

สารอินทรีย์อีกหลายตัวมากระตุ้นการเจริญเติบโตได้ (Sauder และคณะ 2017) DNA-SIP แสดงให้เห็นว่า Candidatus 

Nitrosotenuis cloacae ก็สามารถเจริญเติบโตแบบออโตโทรปได้เช่นเดียวกัน (Li และคณะ 2016) ผลการการทดลองในส่วน

นี้จึงช่วยยืนยันการมีส่วนร่วมของ AOA และ AOB ในกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII จากการ

ทดลองท่ี 3 ได้เป็นอย่างดี 
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                                       (b) 
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ภาพท่ี 4-1 การเปลี่ยนแปลง (a) ความเข้มข้นแอมโมเนีย (b) จํานวนยีน amoA ของ AOA (c) จํานวนยีน amoA ของ AOB 

ระหว่างการบ่ม DNA-SIP โดยใช้ตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI ท่ีเก็บในเดือนท่ี 4 
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ภาพท่ี 4-2 การเปลี่ยนแปลงการกระจายตัวชองดีเอ็นเอสําหรับ (a) ยีน amoA ของ AOA ภายใต้สภาวะที่ไม่มี ATU (b) ยีน 

amoA ของ AOB ภายใต้สภาวะท่ีไม่มี ATU และ (c) ยีน amoA ของ AOA ภายใต้สภาวะที่มี ATU ความเข้มข้น 80 μM โดย

ใช้ตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRI ท่ีเก็บในเดือนท่ี 4 
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2. ผลของ ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM ต่อการสร้างเซลล์ของ AOA และ AOB ในถังปฏิกรณ์ 

ทําการบ่มตะกอนจากถังปฏิกรณ ์NRI ด้วย ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM และ 13C-HCO3
- เป็นเวลา 30 วัน พร้อมกับ

การทดลองท่ีไม่มีการเติม ATU (12C-HCO3
-  และ 13C-HCO3

-) ดังแสดงผลในหัวข้อก่อนหน้านี้ ความเข้มข้นแอมโมเนีย ไนไตรท 

และไนเตรท ในน้ําเข้าละน้ําออกของถังบ่มแสดงดัง ภาพท่ี 4-1a จํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ซ่ึงตรวจวัดด้วยเทคนิค 

qPCR ระหว่างการบ่มแสดงดังภาพท่ี 4-1b และ ภาพท่ี 4-1c ตามลําดับ ในวันท่ี 21 ของชุดทดลองท่ีบ่มด้วย ATU ท่ีความ

เข้มข้น 80 μM จํานวนยีน amoA ของ AOA มีจํานวนไม่ต่างจากเม่ือเร่ิมทําการทดลองและชุดทดลองท่ีไม่มีการเติม ATU มาก

นัก แสดงให้เห็นว่า AOA มีการเจริญเติบโตและรักษาจํานวนเซลล์ในระบบไว้ได้ แม้จะมี ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM  อยู่ใน

ระบบ และระบบเป็นแบบไหลต่อเนื่องซ่ึงมีการท้ิงเซลล์ออกจากระบบตลอดเวลา ผลการตรวจนับจํานวนยีน amoA ของ AOB 

เป็นไปในทิศทางตรงกันข้ามคือ จํานวนยีน amoA ของ AOB ในชุดทดลองท่ีมีการเติม ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM มีจํานวน

น้อยกว่าเม่ือเร่ิมทําการทดลองและชุดทดลองท่ีไม่มีการเติม ATU แสดงให้เห็นว่า AOB ไม่สามารถเจริญเติบโตและรักษา

จํานวนเซลล์ในระบบไว้ได้ ซ่ึงหมายความว่า ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM  ยับย้ังการเจริญเติบโตของ AOB  

ภาพท่ี 4-2c เเสดง DNA-SIP profiles ของจํานวนยีน amoA ของ AOA ในแต่ละแฟรคชัน โดยไม่สามารถแสดง 

DNA-SIP profiles ของจํานวนยีน amoA ของ AOB ได้เนื่องจากจํานวนยีน amoA ของ AOB ในแต่ละแฟรคชันมีค่าน้อยกว่า 

LOD อันเนื่องมาจากจํานวนเซลล์ท่ีลดลงระหว่างการบ่มภายใต้ ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM  ดังท่ีได้กล่าวมาแล้ว ในวันท่ี 21 

ของการบ่ม ยอดกราฟของยีน amoA ของ AOA สําหรับชุดบ่มด้วย 12C-HCO3
-  ปรากฏท่ี 1.6961 g ml-1 ซ่ึงยอดกราฟนี้มีการ

เคลื่อนไปท่ี 1.7114 g ml-1 ในชุดบ่มด้วย 13C-HCO3
-  (ภาพท่ี 4-2 c) ซ่ึงผลท่ีได้สอดคล้องกับชุดบ่มท่ีไม่มีการเติม ATU โดยการ

เคลื่อนตัวไปในทิศทางท่ีมี Buyout density สูงข้ึน แสดงให้เห็นว่ายีน amoA ของ AOA มีน้ําหนักมากข้ึนจากการท่ีเซลล์นํา 
13C-HCO3

- มาใช้ในการส่วนประกอบของเซลล์ เช่น ดีเอ็นเอ แม้จะมี ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM ในระบบก็ตาม  

ผลการการทดลองในส่วนนี้จึงช่วยยืนยันว่า ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM ยับย้ังการการเจริญเติบโตของ AOB แต่ไม่

ยับย้ังการเจริญเติบโตของ AOA ซ่ึงช่วยสนับสนุนผลจากการทดลองท่ี 3 ท่ีนํา ATU มาใช้ในการศึกษาการมีส่วนร่วมของ AOA 

และ AOB ในกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ NRI และ NRII  
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ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลองท่ี 5  

การตรวจวัดกิจกรรมของ AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริงด้วยสารยับยั้งการทํางานเฉพาะกลุ่ม 

 

ในการทดลองท่ี 3 “การศึกษาสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มสําหรับการตรวจวัดกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนีย

ของ AOA และ AOB” พบว่า ATU ท่ีความเข้มข้น 10-200 μM สามารถนํามาใช้ในการศึกษากิจกกรมการออกซิไดซ์เอมโมเนีย

ของ AOA ในระบบเชื้อผสม (Mixed culture system) ท่ีมี AOA เเละ AOB อยู่ร่วมกันได้ ดังนั้นการทดลองนี้จึงเป็นการนํา 

ATU มาศึกษากับระบบบําบัดน้ําเสีย 5 ระบบ ได้เก่ WWTP1 WWTP3 WWTP4 WWTP5 เเละ WWTP6 โดยศึกษาระบบ

บําบัดน้ําเสีย WWTP3 WWTP4 และ WWTP6 เนื่องจากได้ใช้ตอนกอนจากระบบท้ัง 3 ในการทดลองท่ี 2 “การระบุการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียแบบออโตโทรปของ  AOA และ AOB ในระบบบบําบัดน้ําเสียจริงด้วยเทคนิค DNA-SIP” ไว้ก่อนเล้ว โดย

ได้เพ่ิมตะกอนจากระบบ WWTP1 เข้ามาในการทดลองท่ี 5 ด้วย เนื่องจากระบบนี้พบแต่ AOB ซ่ึงจะช่วยยืนยันผลของสาร

ยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่มต่อ AOB ได้ชัดเจนย่ิงข้ึน นอกจากนี้ยังจะทําการทดลองกับตะกอนจากระบบ WWTP5 ด้วย 

 

1. กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของตะกอนจากระบบบบําบัดน้ําเสียจริงภายใต้สภาวะที่มี ATU  

 ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP1 พบเฉพาะ AOB เท่านั้น ในชุดควบคุมท่ีไม่มี ATU พบการลดลงของ

แอมโมเนียจนเหลือใกล้ 0 mgN l-1 ในระยะเวลา 1 วัน (ภาพท่ี 5-1) ส่วนชุดทดลองท่ีใส่ ATU ความเข้มข้น 10 μM ความ

เข้มข้นแอมโมเนียลดลงจนเหลือใกล้ 0 mgN l-1 ในระยะเวลา 3 วัน สําหรับชุดทดลองท่ีใส่ ATU ความเข้มข้น > 50μMพบ

การยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์เอมโมเนียได้โดยสมบูรณ์ ซ่ึงค่อนข้างสอดคล้องกับผลจากการทดลองท่ี 3 กับถังปฏิกรณ์ NRII 

ท่ีพบเฉพาะ AOB  

ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP3 และ WWTP4 พบจํานวนยีน amoA ของ AOB มากกว่า AOA สําหรับ

ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP3 ความเข้มข้นแอมโมเนียในชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติม ATU ลดลงจนเหลือใกล้ 0 mgN 

l-1 ในระยะเวลา 12 วัน (ภาพที่ 5-2) ATU ท่ีความเข้มข้น 10-2000 μM สามารถยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์เอมโมเนียได้

โดยสมบูรณ์ สําหรับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP4 ความเข้มข้นแอมโมเนียในชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติม ATU ลดลง

จนเหลือใกล้ 0 mgN l-1 ใน 10 วัน (ภาพที่ 5-3) ATU ท่ีความเข้มข้น 10-500 μM พบการลดลงของแอมโมเนียเล็กน้อย เม่ือ 

ATU >500 μM กิจกรรมการออกซิไดซ์เอมโมเนียถูกยับย้ังโดยสมบูรณ์  

ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP5 และ WWTP6 พบจํานวนยีน amoA ของ AOA มากกว่า AOB สําหรับ

ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP5 ความเข้มข้นแอมโมเนียในชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติม ATU ลดลงจนเหลือใกล้ 0 mgN 

l-1 ในระยะเวลา 2 วัน (ภาพท่ี 5-4) ATU ท่ีความเข้มข้น 10-500 μM สามารถยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์เอมโมเนียได้

บางส่วน โดยการยับย้ังจะมากขึ้นเม่ือความเข้มข้น ATU สูงข้ีน  เม่ือ ATU >1000 μM กิจกรรมการออกซิไดซ์เอมโมเนียถูก
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ยับนั้งโดยสมบูรณ์ สําหรับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 พบว่าตะกอนค่อนข้างอ่อนไหวกับ ATU มากกว่าตะกอน

จากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP5 ท้ังนี้อาจเนื่องจากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6 มีสัดส่วน AOA:AOB น้อยกว่า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5-1 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ ATU สําหรับระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5-2 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ ATU สําหรับระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP3  
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ภาพท่ี 5-3 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ ATU สําหรับระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5-4 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ ATU สําหรับระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP5  
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ภาพท่ี 5-5 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียภายใต้ ATU สําหรับระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP6  

 

2. การมีส่วนร่วมของ AOA เละ AOB ในการออกซไดซ์เอมโมเนียในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียจริง 

 จากผลการทํา DNA-SIP ในการทดลองท่ี 4 พบว่า ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM ยับย้ังกิจกรรมของ AOB เป็นหลัก 

โดยไม่ยับย้ังกิจกรรมของ AOA จึงได้ทําการคํานวณผลจากภาพที่ 5-1 ถึง 5-5 ท่ีได้จาก ATU ความเข้มข้น 80 μM โดยเเสดง

เป็นความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซนต์การยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์เเอมโมเนียกับเปอร์เซนต์ AOB ในตะกอนจากระบบ

บําบัดน้ําเสีย โดยแสดงดังภาพท่ี 5-6 ท้ังนี้เปอร์เซนต์การยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์เเอมโมเนียคํานวณเทียบกับชุดควบคุมท่ี

ไม่มีการเติม ATU ท่ีเวลาท่ีแอมโมเนียเข้าใกล้ 0 mgN l-1 

เปอร์เซนต์ AOB ในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียมีค่าเรียงจากมากไปน้อยดังนี้ WWTP1 (100%) WWTP3 

(98.75%) WWTP4 (78.04%) WWTP6 (7.20%) เเละ WWTP5 (0.54%) โดยเปอร์เซนต์การยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์

เเอมโมเนียมีความสอดคล้องกับเปอร์เซนต์ AOB ในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย มีค่าเรียงจากมากไปน้อยดังนี้ WWTP1 

(100%) WWTP3 (100%) WWTP4 (92.57%) WWTP6 (82.25%) WWTP5 (78.05%)   

สําหรับระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP1 WWTP3 WWTP4 ซ่ึงมีจํานวน AOB มากกว่า AOA ผลการทดลองด้วย ATU 

เเสดงให้เห็นว่า AOB เป็นผู้ทําหน้าท่ีหลักในการออกซิไดซ์เอมโมเนีย สําหรับระบบบําบัด WWTP5 และ WWTP6 ซ่ึงพบ AOA 

มากกว่า AOB ผลการทดลองด้วย ATU เเสดงให้เห็นว่า AOB ยังคงเป็นผู้ทําหน้าท่ีหลักในการออกซิไดซ์เอมโมเนีย โดย AOA 

มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์เเอมโมเนียประมาณ 20% (ภาพท่ี 5-6) ท้ังนี้ผลการทดลองในส่วนนี้มีท้ังความสอดคล้องและข้อ

ขัดแย้งกับการทดลองท่ี 2 ท่ีตรวจสอบการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนของ AOA และ AOB ในสภาวะท่ีมีแอมโมเนีย กับตะกอน

จากระบบบําบัดน้ําเสีย 3 ระบบด้วยเทคนิค DNA-SIP โดยในระบบท่ีไม่พบการเจริญเติบโตแบบออโตโทรปของ AOA ใน
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สภาวะท่ีมีแอมโมเนียจากการตรวจสอบด้วย DNA-SIP ก็ไม่พบการมีส่วนร่วมของ AOA ในการออกซิไดซ์แอมโมเนียเม่ือ

ตรวจสอบด้วย ATU ด้วยเช่นกัน แต่สําหรับอีก 2 ระบบท่ีพบการเจริญเติบโตแบบออโตโทรปของ AOA ในสภาวะท่ีมี

แอมโมเนียจากการตรวจสอบด้วย DNA-SIP กลับพบว่า AOA มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียในหนึ่งระบบ (โดยเป็น

การมีส่วนร่วมในสัดส่วนท่ีน้อย) และไม่มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียในอีกระบบจากการตรวจสอบด้วย ATU ท้ังนี้

อาจเป็นไปได้ว่าวิธีการเดินระบบในการทดลองท้ัง 2 การทดลองมีความแตกต่างกัน กล่าวคือในการทดลอง DNA-SIP ได้ใช้ถัง

บ่มแบบไหลต่อเนื่องซ่ึงมีการให้อาหารเลี้ยงเชื้อแก่ระบบในระดับตํ่าตลอดเวลา และมีการปรับสภาวะของระบบให้มีความ

เหมาะสมกับจุลินทรีย์ท้ังสองกลุ่มตลอดเวลาเช่นกัน ในขณะท่ีการทดลองกับ ATU ทําในขวดทดลองในลักษณะทีละเท ซ่ึงมี

การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียจาก 7 mgNl-1 และลดลงมาตามเวลา ซ่ึงโดยรวมมีค่าสูงกว่าในถังบ่มแบบไหลต่อเนื่อง

สําหรับ DNA-SIP ซ่ึงอาจเหมาะสมกับ AOA มากกว่า ท้ังนี้มีความเป็นไปได้อีกเช่นกันว่า AOA ท่ีพบในระบบบําบัดน้ําเสียอาจ

มีจํานวนมากเกินกว่าความจําเป็นท่ีต้องใช้ในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย งานวิจัยในอดีตพบว่า AOA บางสายพันธ์ุสามารถ

ดํารงชีวิตได้นอกเหนือจากการเจริญเติบโตแบบออโตโทรป โดยสามารถใช้สารอินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์เเบบจุลินทรีย์

เฮทเทอโรโทรปได้ (Tourna และคณะ 2011; Sauder และคณะ 2017) Tourna และคณะ 2011 พบว่าสารอินทรย์บางชนิด

ท่ีความเข้มข้นตํ่า ยกตัวอย่างเช่น 0.1 mM ของไพรูเวท สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของ Nitrososphaera viennensis 

ได้ Sauder และคณะ 2017 พบว่า Candidatus Nitrosocosmicus exaquare ซ่ึงคัดแยกได้จากระบบบําบัดน้ําเสียสามารถ

ถูกกระตุ้นด้วย malate และ succinate จึงเป็นไปได้เช่นกันว่าสารอินทรีย์บางตัวในระบบบําบัดน้ําเสีย WWTP5 และ 

WWTP6 อาจสนับสนุนการเจริญเติบโตของ AOA ในระบบ ให้มีจํานวนมากเกินจริง โดยจํานวนยีน amoA ท่ีพบอาจไม่ได้

สัมพันธ์กับกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียมากนัก งานวิจัยกับระบบบําบัดน้ําเสียจริงก็พบว่า AOA บางกลุ่มอาจไม่ได้ใช้

สารอนินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์ล์เช่นกัน Mußmanna และคณะ (2011) ไม่พบการตรึง 14CO2 ในเซลล์ล์ AOA ใน

ระบบบําบัดน้ําเสียโรงกลั่นเ ม่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค MAR-FISH Sauder et al (2017) พบว่า AOA ท่ีใกล้ เคียงกับ 

Candidatus Nitrosocosmicus exaquare ในไบโอฟิล์มของระบบบําบัดน้ําเสีย ไม่ใช้ HCO3
- ในการสร้างเซลล์ล์เช่นกัน จึง

เป็นไปได้ว่า AOA กลุ่มนี้อาจใช้สารอินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์ ทําให้จํานวนมากเกินกว่าความจําเป็นท่ีต้องใช้ในการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนีย  
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ภาพท่ี 5-6 ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซนต์การยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์เเอมโมเนียด้วย ATU ท่ีความเข้มข้น 

80 μM กับเปอร์เซนต์ AOB ในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย (A) WWTP1 (B) WWTP3 (C) WWTP4 (D) WWTP5  

เเละ (E) WWTP6  
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ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลองท่ี 6  

ผลของสารพาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB 

 

การทดลองนี้เป็นการศึกษาผลของสารพาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB โดยใช้

ตะกอนจากถังปฏิกรณ์ NRII 

 

6.1 ผลของสารพาราไตโตรฟินอลต่อกิจกรรมของ AOB 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในชุดควบคุม ลดลงเหลือ 0 mgNL-1 ในเวลา 48 ชั่วโมง (ภาพท่ี 6-1) ในขณะที่เม่ือเติมพารา

ไตโตรฟินอลท่ีความเข้มข้นต่างๆ จะส่งผลต่อกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียดังนี้คือ ท่ีความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอล  1 

และ 5 mgL-1 ความเข้มข้นแอมโมเนียจะลดลงเป็น 0 mgNL-1 โดยใช้ระยะเวลานานกว่าในชุดควบคุมคือ 72 ชั่วโมง และ

ในช่วงระยะเวลาเดียวกัน เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอลเป็น 10 mgL-1 พบว่าความเข้มข้นแอมโมเนียจะลดลงเหลือ 

3 mgNL-1 แต่เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอลเป็น 50-400 mgL-1 ความเข้มข้นแอมโมเนียจะลดลงเพียงเล็กน้อย  

นอกจากนี้เม่ือเปรียบเทียบเปอร์เซนต์การยับย้ังกิจกรรมการออซิไดซ์แอมโมเนียท่ีความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอลต่างๆพบว่า 

พาราไตโตรฟินอลท่ี 400 mgl-1 ให้ผลการยับย้ังการออซิไดซิงแอมโมเนียมากท่ีสุด รองลงไปได้แก่ท่ี 200 100 10 1 และ 5 

mgL-1 ตามลําดับ (ภาพท่ี 6-2) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า สารพาราไตโตรฟินอลสามารถยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของ AOB และเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอลความสามารถในการยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนีย

จะเพิ่มสูงข้ึน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6-1 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียท่ีความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอลต่างๆ 
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ภาพท่ี 6-2 เปอร์เซ็นต์การยับย้ังการออกซิไดซ์แอมโมเนียท่ีความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอลต่างๆ 

 

6.2 ผลของอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB 

ความเข้มข้นแอมโมเนียในชุดควบคุมลดลงเหลือใกล้ 0 mgNL-1 ในเวลาประมาณ 48 ชั่วโมง (ภาพท่ี 6-3) ในขณะท่ี

เม่ือเติมอนุภาคซิลเวอร์นาโนท่ีความเข้มข้นต่างๆ จะส่งผลต่อการออกซิไดซ์แอมโมเนียดังนี้คือ ท่ีความเข้มข้นอนุภาคซิลเวอร์

นาโน  1 mgL-1 พบการยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียบางส่วน และเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นอนุภาคซิลเวอร์นาโนเป็น 

10 และ 100 mgL-1 พบว่ากิจกกรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียส่วนใหญ่ถูกยับย้ัง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าอนุภาคซิลเวอร์

นาโนสามารถยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนีย และเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นอนุภาคซิลเวอร์นาโนความสามารถในการยับย้ัง

กิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียจะเพ่ิมสูงข้ึน ซ่ึงในอนาคตต้องหาวิธีป้องกันการยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ 

AOB ในระบบบําบัดน้ําเสีย เพ่ือป้องกันการลดลงของประสิทธิภาพการกําจัดไนโตรเจนของระบบ เม่ือมีอนุภาคซิลเวอร์นาโน

ในน้ําเข้าระบบ ยกตัวอย่างเช่น การใช้ระบบเซลล์ตรึงแทนระบบเซลแขวนลอย ซ่ึงจะช่วยป้องกันจุลินทรีย์จากสารพิษได้ดีกว่า 
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ภาพท่ี 6-3 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นแอมโมเนียท่ีความเข้มข้นอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่างๆ  
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สรุปผลการทดลอง 

 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษากิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ในระบบบําบัดน้ําเสีย โดย

อาศัยเทคนิค 2 เทคนิคได้แก่ DNA-stable isotope probing (DNA-SIP) และสารยับย้ังการทํางานเฉพาะกลุ่ม AOA และ 

AOB  

ในเบื้องต้นได้คัดเลือกระบบบําบัดน้ําเสีย 8 ระบบ มาตรวจวัดจํานวนยีน amoA ของ AOA และ AOB ด้วยเทคนิค 

qPCR โดยพบท้ัง AOA และ AOB ในระบบบําบัด 5 ระบบ และพบเฉพาะ AOB โดยมีจํานวน AOA น้อยกว่า LOD (Limit of 

detection) ในระบบบําบัด 3 ระบบ  

จากนั้นได้ใช้เทคนิค DNA-SIP ในการระบุการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์ของ AOA และ AOB ใน

ระบบบําบัดน้ําเสีย 3 ระบบ โดยทําการบ่มตะกอนด้วยอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมี 12C-HCO3
- และ 13C- HCO3

- ภายใต้สภาวะท่ีมีและ

ไม่มีแอมโมเนีย เพ่ือดูการกระจายตัวของยีน amoA ของ AOA และ AOB ท่ีสร้างจาก HCO3
- ท่ีมีคาร์บอนไอโซโทปแตกต่าง

กัน ในเบื้องต้นได้หาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการกระจายตัวของดีเอ็นก่อน โดยได้แปรค่าปัจจัยท่ีมีผลต่อการแยกดีเอ็นเอ ได้แก่ 

ความเข้มข้นสารละลาย CsCl และ แรงหนีศูนย์กลาง (G-force) และพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกดีเอ็นเอคือ ค่าความ

หนาแน่นเร่ิมต้นของ Cscl 1.88 gmL-1 (โดยจะได้ค่าความหนาแน่นหลังผสมสารละลายทุกตัวท่ี 1.70 gmL-1) ค่าแรงหนี

ศูนย์กลาง 178,000xg อุณหภูมิขณะปั่นแยก 20 องศาเซลล์เซียส ระยะเวลาการปั่น 72 ชั่วโมง เม่ือใช้สภาวะดังกล่าวกับ

ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียท้ัง 3 ระบบพบว่า AOB ในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียท้ัง 3 ระบบ มีการใช้สารอนินทรีย์

คาร์บอนในการสร้างเซลล์และส่วนประกอบต่างๆของเซลล์ล์เช่นดีเอ็นเอ ในสภาวะที่มีแอมโมเนีย ซ่ึงหมายความว่า AOB มี

ส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียท้ัง 3 ระบบ สําหรับ AOA พบการใช้สารอนินทรีย์

คาร์บอนในการสร้างเซลล์ในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย 2 ระบบ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า AOA มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์

แอมโมเนียในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียท้ัง 2 ระบบน้ี ผลการวิเคราะห์รหัสพันธ์ุกกรรมของยีน amoA ของ AOA ใน

ตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียหนึ่งในสองระบบท่ีพบว่า AOA มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย พบว่า AOA ท้ังหมดใน

ตะกอนจากระบบดังกล่าวอยู่ใน subcluster ภายใน group 1.1b Thaumarcheota จึงได้ทําการออกแบบไพร์เมอร์ ท่ี

เฉพาะเจาะจงกับ AOA ใน subcluster น้ี เพ่ือยืนยันว่า AOA ใน subcluster นี้ มีการเจริญเติบโตแบบออโตโทรปขณะที่

ออกซิไดซ์แอมโมเนียจริง ผลการการตรวจสอบไพรเมอร์ท่ีออกแบบใหม่ด้วยการทํา PCR-sequencing กับตัวอย่างตะกอนจาก

ระบบบําบัดน้ําเสีย 2 ระบบท่ี AOA มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียพบว่า ไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหม่มีความเฉพาะเจาะจง

กับ AOA ใน subcluster นี้เท่านั้น และเม่ือนําไพร์เมอร์ท่ีออกแบใหม่นี้ไปใช้กับตัวอย่างจากการทํา DNA-SIP กับระบบบําบัด

น้ําเสียดังกล่าว ยืนยันได้ว่า AOA ใน subgroup นี้ มีการเจริญเติบโตแบบออโตโทรปขณะท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียจริง  

งานวิจัยนี้ได้ใช้ ATU เป็นสารยับย้ังการทํางานของ AOB และ PTIO เป็นสารยับย้ังการทํางานของ AOA โดย

ทําการศึกษากับตะกอนจากถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิง 2 ถัง โดยถังปฏิกรณ์ท้ัง 2 ถังมีสัดส่วนประชากร AOA ต่อ AOB แตกต่างกัน 
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โดยพบ AOA มากกว่า AOB ในถังปฏิกรณ์หนึ่ง ในขณะท่ีอีกถังปฏิกรณ์พบเฉพาะ AOB เท่านั้น และที่ผ่านมาได้ใช้น้ําเสีย

สังเคราะห์ท่ีไม่มีสารอินทรีย์ในการเลี้ยงระบบมาเป็นเวลานาน ทําให้มีจุลินทรีย์กลุ่มเฮทโทโรโทรปในระบบมีไม่มากเม่ือเทียบ

กับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียจริง ทําให้ช่วยลดผลกระทบของจุลินทรีย์กลุ่มเฮทโทโรโทรปต่อการศึกษาสารยับย้ังการ

ทํางานเฉพาะกลุ่มได้ ท้ังนี้ AOA ท่ีพบในถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิงอยู่ใน Nitrososhaera sister cluster ซ่ึงเปน็สมาชิกใน Group 

1.1b Thaumacheota  ผลการทดลองพบว่า ATU ท่ีความเข้มข้น ≥10 μM เพียงพอต่อการยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียของ AOB ในขณะที่ต้องใช้ ATU ความเข้มข้น >500 μM ในการการยับย้ังกิจกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ 

AOA และสามารถใช้ ATU ท่ีความเข้มข้นระหว่าง 10-200 μM มาตรวจวัดการทํางานของ AOA ท่ีอยู่ในระบบท่ีมี AOA และ 

AOB อยู่ร่วมกันได้  

การใช้เทคนิค DNA-SIP ในการระบุการใช้สารอนินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์ของ AOA และ AOB กับตะกอน

จากถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิงท้ัง 2 ถังพบว่าท้ัง AOA และ AOB มีการนํา 13C ไปเป็นส่วนประกอบในการสร้างยีน amoA ซ่ึง

หมายความว่า AOA และ AOB สามารถเจริญเติบโตแบบ chemolithoautotrophy ซ่ึงใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งพลังงานและ 

HCO3
- เป็นแหล่งคาร์บอน โดยผลการทดลองน้ีช่วยยืนยันการมีส่วนร่วมของ AOA และ AOB ในกิจกรรมการออกซิไดซ์

แอมโมเนียในถังปฏิกรณ์ไนตริไฟอ้ิงท้ัง 2 ถัง ได้เป็นอย่างดี เม่ือมีการเติม ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM ร่วมกับการทํา DNA-SIP 

พบว่า ATU ท่ีความเข้มข้น 80 μM ยับย้ังการการเจริญเติบโตของ AOB แต่ไม่ยับย้ังการเจริญเติบโตของ AOA ซ่ึงช่วยสนับสนุน

ผลจากการทดลองก่อนหน้า ท่ี 

จากนั้นได้ใช้ ATU มาใช้ในการตรวจวัดกจิกรรมการออกซิไดซ์แอมโมเนียของ AOA และ AOB ในระบบําบัดน้ําเสีย 5 

ระบบ สําหรับระบบท่ีมีจํานวน AOB มากกว่า AOA พบว่า AOB เป็นจุลินทรีย์หลักท่ีทําหน้าท่ีออกซิไดซ์เเอมโมเนีย และสําหรับ

ระบบท่ีพบ AOA มากกว่า AOB กลับพบว่า AOB เป็นจุลินทรีย์หลักในการออกซิไดซ์เอมโมเนียเช่นกัน โดย AOA มีส่วนร่วมใน

การออกซิไดซ์เอมโมเนียประมาณ 20% ซ่ึงน้อยกว่าสัดส่วนท่ีปรากฏในระบบ ท้ังนี้ผลการทดลองในส่วนนี้มีท้ังความสอดคล้อง

และข้อขัดแย้งกับการทดลอง DNA-SIP กับตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสีย 3 ระบบ โดยในระบบท่ีไม่พบการเจริญเติบโตแบบ

ออโตโทรปของ AOA ในสภาวะท่ีมีแอมโมเนียจากการตรวจสอบด้วย DNA-SIP ก็ไม่พบการมีส่วนร่วมของ AOA ในการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียเม่ือตรวจสอบด้วย ATU ด้วยเช่นกัน แต่สําหรับอีก 2 ระบบท่ีพบการเจริญเติบโตแบบออโตโทรปของ 

AOA ในสภาวะท่ีมีแอมโมเนียจากการตรวจสอบด้วย DNA-SIP กลับพบว่า AOA มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียในหนึ่ง

ระบบ (โดยเป็นการมีส่วนร่วมในสัดส่วนท่ีน้อย) และไม่มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์แอมโมเนียในอีกระบบจากการตรวจสอบ

ด้วย ATU ท้ังนี้อาจเป็นไปได้ว่าวิธีการเดินระบบในการทดลอง DNA-SIP และ ATU มีความแตกต่างกัน ซ่ึงในการทดลอง DNA-

SIP ได้ใช้ถังบ่มแบบไหลต่อเนื่องซ่ึงมีการให้อาหารเลี้ยงเชื้อแก่ระบบในระดับตํ่าตลอดเวลา ในขณะที่การทดลองกับ ATU ทําใน

ขวดทดลองในลักษณะทีละเทซ่ึงโดยรวมมีค่าความเข้มข้นแอมโมเนียสูงกว่าในถังบ่มแบบไหลต่อเนื่องสําหรับ DNA-SIP ซ่ึงอาจ

เหมาะสมกับ AOA มากกว่า และยังมีความเป็นไปได้อีกเช่นกันว่า AOA ท่ีพบในระบบบําบัดน้ําเสียอาจมีจํานวนมากเกนิกว่า

ความจําเป็นท่ีต้องใช้ในการออกซิไดซ์แอมโมเนีย งานวิจัยในอดีตพบว่า AOA บางสายพันธ์ุสามารถดํารงชีวิตได้นอกเหนือจาก
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การเจริญเติบโตแบบออโตโทรป โดยสามารถใช้สารอินทรีย์คาร์บอนในการสร้างเซลล์แบบจุลินทรีย์เฮทเทอโรโทรปได้ โดยสาร

อินทรย์บางชนิดท่ีความเข้มข้นตํ่าสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของ AOA ได้ ยกตัวอย่างเช่น pyruvate malate และ 

succinate (Tourna และคณะ 2011; Sauder และคณะ 2017) โดยสารอินทรีย์บางตัวในระบบบําบัดน้ําเสียท่ีทําการศึกษา 

อาจสนับสนุนการเจริญเติบโตของ AOA ในระบบ ให้มีจํานวนมากเกินจริง โดยจํานวนท่ีพบอาจไม่ได้สัมพันธ์กับกิจกรรมการ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียมากนัก อย่างไรก็ตามผลการทดลองท้ังหมดแสดงให้เห็นว่า AOA มีส่วนร่วมในการออกซิไดซ์เเอมโมเนีย 

แต่อาจไม่ใช่จุลินทรีย์หลักท่ีทําหน้าท่ีออกซิไดซ์แอมโมเนียในระบบบําบัดน้ําเสีย ซ่ึงควรทําการศึกษาเพ่ิมเติมด้วยเทคนิคอ่ืนๆ

ต่อไป 

สําหรับผลของสารพาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิลเวอร์นาโนต่อกิจกรรมของ AOB โดยใช้ตะกอนจากถังปฏิกรณ์ไน

ตริไฟอ้ิงท่ีพบเฉพาะ AOB พบว่า พาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิลเวอร์นาโนสามารถยับย้ังการออกซิไดซ์แอมโมเนียและเมื่อ

เพ่ิมความเข้มข้นพาราไตโตรฟินอลและอนุภาคซิลเวอร์นาโน ความสามารถในการยับย้ังการออกซิไดซ์แอมโมเนียจะเพ่ิมสูงข้ึน 

ท้ังนี้การทดลองนี้ถือเป็นส่วนเสริมของโครงการซ่ึงต้องศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 
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Abstract 24 

In this study, two laboratory nitrifying reactors were found to possess distinct groups 25 

of dominant ammonia-oxidizing microorganisms. AOA amoA genes outnumbered AOB 26 

amoA genes in reactor NRI, while only AOB amoA genes were detectable in reactor NRII. 27 

The AOA amoA gene sequences retrieved from NRI were characterized within the 28 

Nitrososhaera sister cluster of the Group 1.1b Thaumacheota. ATU and PTIO were applied 29 

individually and as a mixture to observe the ammonia-oxidizing activity of both 30 

microorganisms in the reactors’ sludge. The results indicated that AOA and AOB jointly 31 

oxidized ammonia in NRI, while AOB played the main role in ammonia oxidation in NRII. 32 

DNA-SIP with 13C-HCO3
- was performed on NRI sludge. Incorporation of 13C into AOA and 33 

AOB amoA genes implies that both microorganisms may perform autotrophy during 34 

ammonia oxidation. Taken together, the results from this study provide direct evidence 35 

demonstrating the contribution of AOA and AOB to ammonia oxidation in the nitrifying 36 

reactors.  37 

Keywords: ammonia-oxidizing archaea; ammonia-oxidizing bacteria; ATU; DNA-SIP; 38 

nitrifying reactor; PTIO; wastewater treatment  39 

1. Introduction 40 

The oxidation of ammonia to nitrite is the initial step for most biological nitrogen 41 

removal approaches in wastewater treatment. Ammonia oxidizing bacteria (AOB) have long 42 

been considered to be the only contributors to this process. However, ammonia oxidizing 43 

archaea (AOA) have recently been found to oxidize ammonia to nitrite in the global nitrogen 44 

cycle as well (Konneke et al. 2005; Tourna et al. 2011). AOA have been placed in a newly 45 

found phylum, Thaumacheota, in the domain Archaea (Brochier-Armanet et al., 2008). The 46 

first isolate, Nitrosopumilus maritimus, was retrieved from a marine environment (Konneke 47 



 

 

et al. 2005). Subsequent AOA isolates and enriched cultures have been obtained from other 48 

environmental samples in later studies (Lehtovirta-Morley et al. 2011; Tourna et al. 2011).   49 

Within wastewater treatment systems (WWTSs), AOA was first reported in USA 50 

WWTSs (Park et al. 2006). Later studies then observed the relative abundance of AOA and 51 

AOB gene markers in WWTSs and laboratory nitrifying reactors (Limpiyakorn et al. 2011; 52 

Mußmann et al. 2011; Gao et al. 2013; Gao et al. 2014; Sinthusith et al. 2015; Zhang et al. 53 

2015). In some systems, AOA amoA genes were found to outcompete AOB amoA genes 54 

(Limpiyakorn et al. 2011; Mußmann et al. 2011; Sinthusith et al. 2015; Zhang et al. 2015). 55 

Although AOA amoA genes were found in high numbers in some systems, their contribution 56 

to ammonia oxidation in WWTSs remains unclear due to limited numbers of works on in situ 57 

activity investigation and AOA cultures from WWTSs (Mußmann et al. 2011; Li et al. 2016; 58 

Sauder et al. 2017).  59 

To further the understanding of AOA and AOB’s roles in ammonia oxidation within 60 

WWTSs, this study investigated the contribution of AOA and AOB to ammonia oxidation in 61 

two laboratory nitrifying reactors. The two reactors were initiated and operated under 62 

different conditions, leading to distinct proportions of AOA and AOB in the reactors. 63 

Because AOA and AOB perform ammonia oxidation with different pathways and are 64 

different in cell structure and properties (Walker et al. 2010; Shen et al. 2013), a few 65 

compounds can be used as selective inhibitors allowing only one group of microorganisms to 66 

perform ammonia oxidation at a time. ATU (Allylthiourea) and PTIO (2-phenyl-4, 4, 5, 5-67 

tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide) have been shown to specifically inhibit AOB and 68 

AOA, respectively under specific ranges of concentration. ATU is a copper chelating 69 

inhibitor to the active AMO protein (Shen et al. 2013). Low concentrations of ATU have a 70 

strong effect on AOB, but higher concentrations of ATU are required for complete inhibition 71 

of AOA (Shen et al. 2013; Martens-Habbena et al. 2015). PTIO is a scavenger of nitric oxide 72 



 

 

(NO) (Shen et al. 2013). Because NO is an intermediate of ammonia oxidation by AOA, 73 

PTIO can be used as an inhibitor for AOA (Walker et al. 2010; Shen et al. 2013). In addition 74 

to applying selective inhibitors, DNA stable isotope probing (DNA-SIP) was applied to 75 

observe the incorporation of the labeled inorganic carbon (13C-HCO3
-) during ammonia 76 

oxidation by AOA and AOB in order to imply autotrophic growth character; this technique 77 

has previously been successfully used to study AOA and AOB in both natural and engineered 78 

environments (Zhang et al. 2012; Niu et al. 2013).  79 

2. Materials and methods  80 

2.1 Nitrifying reactors 81 

Two nitrifying reactors, NRI and NRII, were operated in continuous-feed mode 82 

without sludge recycle. The reactors were made from polypropylene and each had an 83 

effective volume of 5 L. NRI was seeded with sludge collected from a municipal WWTS 84 

(Sonthiphand and Limpiyakorn 2011). Agarose gel check of the PCR products amplified by 85 

specific primers targeting AOA and AOB amoA genes indicated that AOA and AOB 86 

coexisted in the seed sludge. NRI was fed with an inorganic medium containing 28 mgNL-1
 87 

of ammonia. One liter of the medium contained NH4Cl, NaCl (1.0 g), MgCl2･6H2O (0.4 g), 88 

CaCl2･2H2O (0.1 g), KCl (0.5 g), KH2PO4 (0.2 g), 2 mL of 1M NaHCO3 solution, 1 mL of 89 

nonchelated trace element mixture, 1 mL of vitamin solution, 1 mL of thiamin solution, 1 mL 90 

of vitamin B12 solution, 1 mL selenite-tungstate solution (Widdel et al. 1992). The medium 91 

composition was modified from Konneke et al (2005) and Tourna et al (2011). The reactor 92 

was operated with a hydraulic retention time (HRT) of 5 days. The seed sludge for NRII was 93 

obtained from an industrial WWTP. PCR screening indicated that only AOB, and no AOA, 94 

could be detected in the seed sludge. The reactor was supplied with an inorganic medium 95 

containing NH4Cl, NaHCO3 (1.5 g), Na2HPO4 (4.05 g), K2HPO4 (2.1 g), MgSO4·7H2O (0.05 96 

g), CaCl2·2H2O (0.01 g), and FeSO4·7H2O (0.09 g) in one liter of the medium 97 



 

 

(Rongsayamanont et al. 2010). The ammonia concentration of the medium was 420 mgNL-1
 98 

and the reactor was operated with a HRT of 4 days. NRI and NRII were both operated at 99 

room temperature, 7.3-7.8 pH, and DO > 2 mgL-1. The reactors were started up in 2012 and 100 

had been running for around 3 years before the start of this study. During the 3 years prior to 101 

this study, the reactors’ effluent ammonia, nitrite, and nitrate concentrations were: 0.09 ± 102 

0.05 mgNL-1, < LOD of 0.1 mgNL-1, and 28.18 ± 4.39 mgNL-1, respectively  for NRI; and 103 

15.27 ± 9.03 mgNL-1, 12.26 ± 9.03 mgNL-1, and 370.98 ± 25.35 mgNL-1, respectively for 104 

NRII.  105 

2.2 Sample collection and DNA extraction  106 

Sludge samples were collected from NRI and NRII around once per month. 107 

Approximately 2 mg dry weight of sludge was transferred to a 1.7-mL tube and centrifuged at 108 

14,000 g for 15-20 min. The supernatant was discarded, and the pellet was used for DNA 109 

extraction. For DNA-SIP incubation, 400 mL water samples were filtrated through a 0.2 μm 110 

filter paper which was then cut into small pieces. DNA was extracted from the samples 111 

using Fast-DNA SPIN kits for soil (QBiogene, USA). DNA extracts were verified by 112 

electrophoresis in 2% agarose (Bio-Rad, Spain) and DNA concentrations were determined 113 

using a NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo, USA). 114 

2.3 Qualification of AOA and AOB amoA genes and  115 

The primer set for AOA amoA genes was Arch-amoAF (5′-116 

STAATGGTCTGGCTTAGACG-3′) and Arch-amoAR (5′-GCGGCCATCCATCTGTTGT-117 

3’) (Francis et al. 2005). The primer set for AOB amoA genes was amoA1F (5′-118 

GGGGTTTCTACTGGTGGT-3′) and amoA2R (5′-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3′) 119 

(Rotthauwe et al. 1997). qPCR was performed using Maxima SYBR Green qPCR Master 120 

Mix (Thermo, USA) in a 25 µL volume containing 12.5 µL of the Master Mix (2X), 0.4 µM 121 

of each primer and 1 µL of DNA template in Mx3005P instrument (Stratagene, USA). The 122 



 

 

qPCR conditions for both primer sets were as follows: 10 min at 95°C, 40 cycles of 30 sec at 123 

95°C, 1 min at 53°C, 30 sec at 72°C, finally followed by data capture at 78°C for 15 sec. DNA 124 

standards used were the PCR-amplified products of the pGEM-T Easy Vector (Promega, 125 

USA) containing the amoA genes of AOA and AOB from NRI. A standard curve for each 126 

gene was prepared from tenfold serial dilutions in the range between 102 and 107 copies. The 127 

standard curves showed efficiency in ranges of 94-104 % (R2=0.99) and 94-99% (R2=0.99) 128 

for AOA and AOB amoA genes, respectively. For each sample, qPCR was performed in at 129 

least triplicate. The specificity of qPCR amplification was verified by melting curve analysis 130 

and agarose gel electrophoresis. 131 

2.4 Analysis of AOA and AOB amoA gene sequences  132 

  The AOA amoA gene fragment was amplified using the primers CamoA-19f (5’- 133 

ATGGTCTGGYTWAGACG-3’) and CamoA-616r (5’- GCC ATCCABCKRTANGTC CA -134 

3’) (Pester et al. 2012). The AOB amoA gene fragment was obtained using the primer set 135 

amoA1F and amoA2R (Rotthauwe et al. 1997). The PCR mixture was prepared using a 136 

Thermo polymerase (Thermo., USA) and amplified using a thermal cycler (Biorad 137 

Laboratories, USA). The PCR condition was 2 min at 94°C, 30–35 cycles of 30 sec at 94°C, 138 

45 sec at 53°C, and 45 sec at 72°C, followed by 10 min of final extension at 72°C. The 139 

product was purified using a NucleoSpin Extract II Kit (Clontech Laboratories Inc., USA) 140 

and cloned using the pGEM-T Easy vector system (Promega, USA). For each sample, 13-16 141 

clones were randomly selected for sequencing at Macrogen Inc., Korea. The analyzed 142 

sequences were calculated for an arrangement of operational taxonomic units (OTUs) based 143 

on 99% OTU identity using CD-HIT (Huang et al. 2010). Representative sequences from 144 

each OTU and selected reference sequences were aligned and analyzed with neighbor joining 145 

calculation using MAGA7 (Kumar et al. 2016). 146 

2.5 Scanning electron microscopy 147 



 

 

Sludge samples were prepared for SEM examination by being fixed in 0.1 M PBS 148 

with 4% glutaraldehyde overnight at 4°C, separated in half in liquid nitrogen, dehydrated 149 

using a series of ethanol solutions, and covered with gold under vacuum condition. The 150 

prepared samples were examined using SEM (JEOL, JSM-5410LV, Tokyo, Japan).  151 

2.6 Ammonia-oxidizing activity under the presence of ATU and PTIO 152 

Tests of ammonia-oxidizing activity were created in 250-mL Erlenmeyer flasks 153 

containing 70 mgMLSSL-1 of NRI or NRII sludge, 200 mL of the inorganic medium, and 2 154 

mL of HEPES buffer solution (1M HEPES and 0.6M NaOH). The inorganic medium had the 155 

initial ammonia concentration of 7 mgNL-1
 and the compositions were as described for NRI 156 

and NRII. Different concentrations of ATU and PTIO were added to separate treatments. 157 

ATU concentrations were 10, 30, 50, 80, 100, 150, 200, 500, 1000, and 2000 µM. PTIO 158 

concentrations were 50, 100, and 300 µM. In addition, some treatments prepared with sludge 159 

from either reactor were dosed with a mixture of ATU (100 µM) and PTIO (30, 80, 150, and 160 

2000 µM). All treatments including the controls with ATU and the mixture of ATU and 161 

PTIO were performed in triplicate sets and the treatments with PTIO were performed in 162 

duplicate sets. Flasks were incubated in the dark at room temperature. A liquid sample of 163 

each flask was collected for triplicate measurements of ammonia concentration.  164 

2.7 DNA-SIP  165 

DNA-SIP incubation was performed for NRI sludge in continuous-flow reactors with 166 

an effective volume of 1 L without sludge recycle. At the start of incubation, sludge was 167 

added to the reactors to achieve a MLSS concentration of 70 mgL-1. The reactors were 168 

supplied with the inorganic medium as described above for NRI reactor, but ammonia 169 

concentration in the medium was modified to 14 mgNL-1.  Incubation was performed in 170 

separated sets with 12C-HCO3
- and 13C-HCO3

- as carbon sources in the medium. Flow rate 171 

through the reactors was adjusted to achieve a HRT of 5 days. Mixing was provided around 172 



 

 

12 hr a day. Other aspects of reactor set-up followed Niu et al (2013). The presence of 12C in 173 

the inorganic medium was avoided by using water aerated by CO2-free air at pH ≤ 3 during 174 

medium preparation, then adjusting the medium pH to 7.4-7.8. Aerobic conditions were 175 

maintained by aerating the reactors with CO2-free air twice a day. The incubation was carried 176 

out in the dark and at room temperature. One additional incubation was prepared in the same 177 

manner as described above with 13C-HCO3
- as the carbon source, but ATU at the 178 

concentration of 80 µM was added to this incubation in order to observe the effect of ATU at 179 

this concentration on AOA and AOB.  180 

For all incubations, liquid samples were collected for measurements of ammonia, 181 

nitrite, and nitrate concentrations. Sludge samples were taken on day 21 of incubation for 182 

downstream analysis. 12C- and 13C-DNA were separated by isopycnic centrifugation in a 183 

CsCl gradient solution (Neufeld et al. 2007; Niu et al. 2013). Briefly, extracted DNA samples 184 

(2.0 -3.0 mg), CsCl solution (7.163 M) and gradient buffer (0.1M Tris HCl, pH 8.0; 1mM 185 

EDTA; 0.1M KCl) were mixed to achieve the initial buoyant density of 1.700 gmL-1. 186 

Ultracentrifugation was carried out in 8 ml polyallomer centrifuge tubes using a MLN-80 187 

rotor (Beckman, USA) in Optima MAX-XP (Beckman, USA) at 178,000× g for 72 h at 20°C.  188 

Approximately 23 fractions of 250 µL solution were collected from the tube by feeding 189 

mineral oil to the top of the tube using a NE-1000 Single Syringe Pump (New Era, USA). 190 

Buoyant density of each fraction was measured using an AR200 digital refractometer 191 

(Reichert, USA). DNA was recovered by PEG, precipitated by ethanol, and dissolved in 25-192 

30 mL TE buffer. Numbers of AOA and AOB amoA genes in each fraction were analyzed 193 

by qPCR.  194 

2.8 Measurement of the ammonium, nitrite, and nitrate concentrations 195 

Ammonium concentrations were measured by using salicylate method (Verdouw et 196 

al. 1977). Nitrite concentrations were analyzed by colorimetric method (Miranda et al. 2001). 197 



 

 

Nitrate was reduced to nitrite by vanadium (III) chloride and measured by using the method 198 

indicated for nitrite. The measurement was performed by VICTOR X Plate Reader 199 

(PerkinElmer, USA). 200 

3. Results 201 

3.1 Abundance and diversity of AOA and AOB amoA genes in nitrifying reactors 202 

During the 14-month study period, ammonia concentration in the effluent of NRI was 203 

0.07 ± 0.03 mgNL-1. Nitrite concentration in the effluent remained below < LOD of 0.1 204 

mgNL-1. Nitrate concentration was 26.17 ± 4.44 mgNL-1, which was in balance with the 205 

range of ammonia concentration in the influent. The numbers of AOA amoA genes ranged 206 

between 5.53 × 102 ± 9.34 × 101 and 7.88 × 103 ± 1.17 × 103 copies ng genomic DNA-1, while 207 

AOB amoA genes were between 7.38 × 101 ± 1.79 × 101 and 1.16 × 103 ± 1.39 × 102 copies 208 

ng genomic DNA-1(Figure 1a). The AOA amoA genes were found, on average, to outnumber 209 

AOB amoA genes16 times during the study period. Phylogenetic analysis of AOA and AOB 210 

amoA gene sequences was performed for the samples taken in months 1 and 6 as shown in 211 

Figures 2 and 3. All AOA amoA gene sequences retrieved from NRI at these sampling times 212 

were found to be specific to only the Nitrososhaera sister cluster which was a member within 213 

the group 1.1b Thaumacheota (Figure 2). The results indicated no change in AOA 214 

communities between months 1 and 6. AOB amoA gene sequences were retrieved from each 215 

of month 1 and 6 samples and these sequences were found to belong to 3 AOB clusters: 216 

Nitrosomonas europaea cluster, Nitrosomonas communis cluster, and Nitrosomonas 217 

oligotropha cluster (Figure 3). The majority of the AOB amoA sequences changed from the 218 

Nitrosomonas oligotropha cluster at month 1 to the Nitrosomonas europaea cluster by month 219 

6. SEM images taken at the end of the study (Figure 4) showed that some cells in NRI 220 

appeared in clusters as coccoid-shaped cells with a cell diameter of approximately 0.8 µm, 221 

and individual cells as rod-shaped cells with various cell lengths.   222 



 

 

 During the 7-month study period of NRII, the reactor effluent ammonia concentration 223 

was 14.19 ± 9.54 mgNL-1. The nitrite concentration was 6.24 ± 6.79 mgNL-1
 
1 and the nitrate 224 

concentration was 370.12 ± 26.19 mgNL-1. The summation of ammonia, nitrite, and nitrate 225 

concentrations in the effluent water was close to the influent ammonia concentration. AOA 226 

amoA gene numbers were lower than the LOD (approximately 4.29 copies ng genomic DNA-227 

1) at all sampling intervals (Figure 1b). Also, no AOA amoA gene sequence could be 228 

retrieved from this reactor (Figure 2). The number of AOB amoA genes ranged between 8.76 229 

× 104 ± 2.08 × 104 and 3.85 × 105 ± 6.56 × 104 copies ng genomic DNA-1. AOB amoA gene 230 

sequences analyzed for month 1 and 6 samples fell into 3 AOB clusters: Nitrosomonas 231 

europaea cluster, Nitrosomonas communis cluster, and Nitrosomonas oligotropha cluster 232 

(Figure 3). The Nitrosomonas europaea cluster was found to be dominant at these two 233 

sampling times. SEM images indicated that most cells appeared in rod shape with various cell 234 

lengths (Figure 5). 235 

3.2 Ammonia-oxidizing activity under the presence of ATU and PTIO 236 

Tests of ammonia-oxidizing activity under the presence of ATU was performed on 237 

sludge taken from NRI at months 2 and 12 (Figure 6a and Figure SM1a, respectively), and 238 

sludge taken from NRII at months 2 and 6 (Figure 6b and Figure SM1b, respectively). For 239 

NRII sludge in which AOB was the only detectable ammonia oxidizers, ATU concentrations 240 

of ≥10 µM provided complete inhibition of ammonia oxidation (Figure 6b and Figure SM1b). 241 

This behavior is different from NRI sludge where AOA were the predominant ammonia 242 

oxidizers. For NRI sludge, ATU concentrations of 10-200 µM were found to partially inhibit 243 

ammonia-oxidizing activity of the sludge (Figure 6a and Figure SM1a), and complete 244 

ammonia oxidizing inhibition occurred at ATU concentrations of 1000 and 2000 µM.  245 

Tests of ammonia-oxidizing activity in the presence of PTIO was performed on both 246 

NRI and NRII sludge collected at months 2 and 3, respectively (Figure 6c and 6d). For NRII 247 



 

 

sludge, no influence on ammonia-oxidizing activity was found on the three tested PTIO 248 

concentrations (Figure 6d). For NRI sludge, PTIO concentrations at 50 and 100 µM showed 249 

no inhibition of ammonia oxidation, but for 300 µM, the ammonia-oxidizing activity was 250 

partially inhibited (Figure 6c).  251 

Tests of ammonia-oxidizing activity under the presence of an ATU and PTIO mixture  252 

was performed on NRI collected at month 2 and NRII sludge collected at month 3 (Figure 7). 253 

For NRII sludge, because ATU concentrations of ≥10 µM inhibited completely the ammonia-254 

oxidizing activity of the sludge (Figure 6b and Figure SM1b), adding ATU (30, 80, 150, and 255 

2000 µM) together with PTIO (100 µM) (Figure 7a, b, c, and d) showed no different results 256 

from when adding ATU at the corresponding concentrations. For NRI sludge where AOA 257 

and AOB coexisted, adding ATU (30, 80, 150 µM) together with PTIO (100 µM) completely 258 

inhibited the ammonia-oxidizing activity of the sludge, which was different from when 259 

adding only either one of ATU or PTIO at the corresponding concentrations which showed 260 

partial or no deterioration of the ammonia-oxidizing activity of the sludge (Figure 7a, b, and 261 

c).  262 

3.3 Incorporation of 13C-HCO3
- by AOA and AOB during ammonia oxidation of NRI 263 

sludge under the absence and presence of ATU  264 

DNA-SIP incubation was performed on NRI sludge collected in month 4. Two DNA-265 

SIP incubations were conducted in parallel with 12C-HCO3
- and 13C-HCO3

-. Together with 266 

the two incubations, an additional DNA-SIP incubation was carried out with 13C-HCO3
- and 267 

ATU at the concentration of 80 µM. This third incubation was performed to investigate ATU 268 

specificity at this concentration to selectively inhibit AOB, not AOA.  269 

Ammonia, nitrite, and nitrate concentrations were monitored in the effluent water 270 

during the 21-day incubation period (Figure S2a). The incubation with 13C-HCO3
-
 and ATU 271 

showed slight higher effluent ammonia concentrations than the incubations with 12C-HCO3
- 272 



 

 

and 13C-HCO3
- without ATU at the end of incubation period. The numbers of AOA and AOB 273 

amoA genes were quantified by qPCR during the incubation period (Figure S2b and c). At 274 

day 21 of incubation, AOA appeared in high numbers in all three incubations suggesting that 275 

AOA can grow and maintained their cells in these continuous-flow reactors, in which cells 276 

were allowed to be washed out, and in the presence of 80 µM of ATU. For AOB, amoA gene 277 

numbers were found in high numbers as a result of incubation with 12C-HCO3
- and 13C-HCO3

- 278 

without ATU. However, amoA gene numbers reduced on day 21 for the incubation with 13C-279 

HCO3
-
 and ATU.  280 

Figures 8a and 8b show the DNA-SIP profiles for AOA and AOB amoA genes in the 281 

incubation without ATU. The AOA amoA peak appeared at 1.6961 gmL-1 for the 12C-HCO3
- 282 

incubation (day 21). However, the peak moved toward heavier fractions and arose at 1.7114 283 

gmL-1 for the 13C-HCO3
- incubation. For AOB, similar results were observed. The AOB 284 

amoA gene peak shifted from 1.7070 gmL-1 to 1.7234 gmL-1 when the incubation changed 285 

from 12C-HCO3
- to 13C-HCO3

-.  286 

AOA and AOB amoA genes on day 21 were quantified for each fraction of the 13C-287 

HCO3
- with 80 µM ATU incubation. The DNA-SIP profile for AOA amoA genes is shown in 288 

Figure 8c. It should be noted that the profile for AOB amoA genes cannot be plotted because 289 

AOB amoA genes in every fraction were <LOD. This is because AOB cannot maintained 290 

high cell numbers in the reactor during the incubation with ATU as suggested in Figure S2c. 291 

The DNA-SIP peak for AOA amoA genes shifted toward heavier fractions, moving from 292 

1.6961 gmL-1 to 1.7114 gmL-1, when switching from the 12C-HCO3
- incubation to the 13C-293 

HCO3
- with ATU incubation.  294 

4. Discussion  295 

During the monitoring periods, NRI and NRII were dominated by distinct groups of 296 

ammonia-oxidizing microorganisms. AOA amoA genes outnumbered AOB amoA genes in 297 



 

 

NRI, while only AOB amoA genes were detected in NRII. NRI and NRII were originally 298 

seeded with sludge collected from different WWTPs and were operated with different 299 

operating conditions that were believed to encourage the growth of AOA and AOB in 300 

different ways. NRI was seeded with sludge containing both AOA and AOB amoA genes and 301 

was operated with an inorganic medium containing various trace elements and vitamins 302 

which was previously used for culturing AOA (Konneke et al. 2005; Tourna et al. 2011). The 303 

ammonia and nitrite concentrations in NRI was also maintained in a low range of mgNL-1. 304 

Previous studies have used an ammonia concentration of ≤7 mgNL-1
 as the starting 305 

concentration for obtaining AOA cultures from environmental samples (Konneke et al. 2005; 306 

Lehtovirta-Morley et al. 2016; Li et al. 2016). The seed sludge and operating conditions in 307 

NRI may have attributed to the higher abundance of AOA amoA genes than AOB amoA 308 

genes in NRI. On the other hand, NRII was seeded with sludge from the WWTP where only 309 

AOB, and no AOA, was detected. The inorganic medium used in NRII was minimal and the 310 

reactor was operated with higher ammonia and nitrite concentrations than NRI. The seed 311 

sludge operating conditions in NRII may have helped promote the domination of AOB in 312 

NRII.  313 

The phylogenetic analysis revealed that all AOA amoA gene sequences retrieved from 314 

NRI belonged to the Nitrososhaera sister cluster within Group 1.1b Thaumacheota. Closely 315 

related sequences to the sequences analyzed (with 98-99% sequence identities) were found in 316 

nitrifying reactors in our previous work (Sonthiphand and Limpiyakorn 2011). Presently, 317 

Candidaus Nitrosocosmicus franklandus and Candidaus Nitrosocosmicus exaquare, obtained 318 

from soil and a WWTP, respectively, are known as the two representatives for the 319 

Nitrososhaera sister cluster (Lehtovirta-Morley et al. 2016; Sauder et al. 2017). The AOA 320 

amoA gene sequences from our current study have a sequence identity of 90-95% to 321 

Candidaus Nitrosocosmicus exaquare and 89-91% to Candidaus Nitrosocosmicus 322 



 

 

franklandus. Scanning electron micrographs revealed that some cells from NRI were 323 

coccoidal with cell diameters of around 0.8 µm and that these cells tended to clump together. 324 

Similar types of cell morphology and formation have been reported for Candidaus 325 

Nitrosocosmicus exaquare, but with a larger cell diameter of 1.3 µm (Sauder et al., 2017). 326 

However, applying SEM to mixed culture systems is not possible to indicate that the coccoid 327 

cells appeared related to AOA. AOB amoA gene sequences found in NRI and NRII belonged 328 

to the Nitrosomonas europaea cluster, Nitrosomonas communis cluster, and Nitrosomonas 329 

oligotropha cluster. Previously, AOB within these three clusters have been found in WWTPs 330 

and nitrifying reactors (Limpiyakorn et al. 2011; Sonthiphand et al. 2011; Gao et al. 2013).  331 

ATU and PTIO were introduced in order to distinguish the ammonia-oxidizing 332 

activity of AOA and AOB in the NRI and NRII sludge. Because AOB were the major 333 

ammonia-oxidizing microorganisms in NRII, the ammonia-oxidizing activity of the sludge 334 

should be driven mainly by AOB. This was confirmed by the addition of ATU to the NRII 335 

sludge where the sludge’s ammonia-oxidizing activity was completely inhibited at ATU 336 

concentrations of ≥10 µM. The similar range of ATU concentrations has previously been 337 

reported to completely inhibit AOB in pure culture systems. For example, Martens-Habbena 338 

et al (2015) reported that the activity of Nitrosomonas europaea, Nitrosomonas oligotropha, 339 

Nitrosomonas ureae, Nitrosomonas cryotolerans, and Nitrosospira multiformis can be 340 

completely inhibited at ATU concentrations of >3.3 µM. 341 

The ammonia-oxidizing ability of AOA is only slightly affected at the range of ATU 342 

concentrations that was reported to fully inhibit most AOB ammonia-oxidizing ability. ATU 343 

concentrations of <100 µM were reported to show no effect on the growth and activity of two 344 

AOA strains originated from WWTS samples: Candidatus Nitrosotenuis cloacae and 345 

Candidatus Nitrosocosmicus exaquare, respectively (Li et al. 2016 and Sauder et al. 2017). In 346 

order to completely inhibit AOA, much higher ATU concentrations is required as compared 347 



 

 

to AOB. For example, Candidatus Nitrosotenuis cloacae and Nitrosopumilus maritimus strain 348 

HCA1 were completely inhibited at ATU concentrations of 700 and 1000 µM, respectively 349 

(Martens-Habbena et al. 2015; Li et al. 2016). By applying various concentrations of ATU to 350 

NRI sludge, our results demonstrated that the ammonia-oxidizing activity of the sludge was 351 

inhibited completely at ATU concentrations >500 µM. Because AOA were the predominant 352 

ammonia-oxidizing microorganisms in the NRI sludge, it can be implied that ATU 353 

concentrations >500 µM can completely inhibit the ammonia-oxidizing activity of AOA. 354 

This result agrees with previous studies (Martens-Habbena et al. 2015; Li et al. 2016). In 355 

addition, ATU concentrations between 10 and 200 µM were found to partially inhibit the 356 

ammonia-oxidizing activity of NRI sludge. Therefore, this lower range of ATU 357 

concentrations may be useful for observing the activity of AOA since the activity of AOB 358 

will cease within this ATU concentration range.  359 

In our study, the application of PTIO at concentrations of 50, 100, and 300 µM to 360 

NRII sludge showed no inhibitory effects on the ammonia-oxidizing activity of the sludge. 361 

Previously, Martens-Habbena et al (2015) demonstrated that the ammonia-oxidizing activities 362 

of Nitrosomonas europaea, Nitrosomonas oligotropha, Nitrosomonas ureae, Nitrosomonas 363 

cryotolerans, and Nitrosospira multiformis were unaffected by PTIO at the concentration of 364 

100 μM.  Our results confirm that AOB played the main role in the ammonia-oxidizing 365 

activity of NRII.    366 

In contrast to AOB, AOA were found to be sensitive to PTIO. In a previous study, the 367 

activity of Candidatus Nitrosocosmicus exaquare was completely inhibited at PTIO 368 

concentrations of 100 µM (Sauder et al. 2017). PTIO at the concentration of 100 µM was also 369 

found to nearly completely inhibit Nitrosopumilus maritimus strain HCA1 and strain SCM1 370 

(Martens-Habbena et al. 2015). Moreover, Nitrososphaera viennensis was completely 371 

inhibited at ≥50 µM PTIO (Shen et al. 2013). When PTIO was introduced to NRI sludge, the 372 



 

 

ammonia-oxidizing activity of the sludge was uninhibited at the PTIO concentrations of 50 373 

and 100 µM, and was only partially inhibited at the concentration of 300 µM. Because AOB 374 

were also present in NRI sludge, the addition of PTIO alone cannot lead to the complete 375 

inhibition of the ammonia-oxidizing activity of the sludge. Therefore, ATU concentrations of 376 

30, 80, 150 and 2000 µM were also applied together with 100 µM PTIO to NRI sludge. 377 

Results from the addition of both chemical inhibitors demonstrated complete inhibition of 378 

ammonia-oxidizing activity at all ATU concentrations when 100 µM of PTIO was present. 379 

This indicated that PTIO at the concentration of 100 µM completely inhibited the ammonia-380 

oxidizing activity of AOA in NRI sludge since ATU concentrations of ≥10 µM were already 381 

shown to completely inhibit AOB. Regarding the contribution of AOA and AOB to ammonia 382 

oxidation in NRI, the results indicated that AOA contributed to the ammonia-oxidizing 383 

activity of the sludge as the activity still remained after adding ATU alone (30, 80, 150 µM) 384 

to the sludge and the overall activity disappeared after PTIO (100 µM) was added together 385 

with ATU (30, 80, 150 µM). 386 

DNA-SIP was carried out on the NRI sludge and results demonstrated that AOA and 387 

AOB in the sludge incorporated the labelled 13C compound into their amoA genes. This 388 

implies that AOA and AOB in NRI probably utilized inorganic carbons for cell synthesis 389 

during ammonia oxidation, and thus they may perform chemolithoautotrophy as a choice of 390 

their life. However, it must be noted that the downstream analysis was performed after 21 391 

days of DNA-SIP incubation; therefore, the assimilation of the labelled 13C caused by cross 392 

feeding can be possible. Nonetheless, the results from the 14-month monitoring supported 393 

that AOA and AOB in NRI should perform autotrophic ammonia oxidation because they 394 

were able to maintain their cells in NRI for a few years under conditions where ammonia was 395 

the only energy source and the media contained no organic. Candidaus Nitrosocosmicus 396 

exaquare, which was found to relate closely to the AOA in NRI, was previously reported to 397 



 

 

consume bicarbonate while oxidizing ammonia, but some organic compounds can also 398 

stimulate its growth (Sauder et al. 2017).  The other AOA which originated from a WWTP, 399 

Candidatus Nitrosotenuis cloacae, was also found to perform autotrophic ammonia oxidation 400 

(Li et al. 2016).  401 

DNA-SIP was also performed on NRI sludge with the addition of 80 µM of ATU to 402 

confirm the effects of ATU at this concentration on AOA and AOB growth. AOB were 403 

washed out from the DNA-SIP incubation reactor in this trial, indicating that this 404 

concentration of ATU does deteriorate AOB growth. This result agrees with the above-405 

mentioned inhibition study. Conversely, AOA were found to be unaffected by the presence of 406 

80 µM ATU as they were found to still incorporate the labelled 13C compound into their 407 

amoA genes during ammonia oxidation. These results confirmed that ATU at this 408 

concentration can be applied to observe AOA activity in NRI sludge. These results also 409 

reinforce the results of the inhibition experiments that AOA also contributed to ammonia 410 

oxidation in NRI. 411 

5. Conclusion 412 

 AOA and AOB can be maintained for long periods and they both contribute to 413 

ammonia oxidation in nitrifying reactors. Both microorganisms incorporate inorganic carbons 414 

during ammonia oxidation, leading to the possibility of performing autotrophy as a choice of 415 

their life.  416 
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Figure 1 Abundace of AOB and AOA amoA genes in a) NRI and b) NRII 
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Figure 2 Phylogenetic tree calculated based on sequences of AOA amoA genes. The 

sequences from this study are shown in bold. The first and second abbreviations represent 

from which reactor and at which months during incubation the samples were collected. 

Bootstrap analysis was performed with 1000 replicates and values of >50 % are shown. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

Figure 3 Phylogenetic tree calculated based on sequences of AOB amoA genes. The 
sequences from this study are shown in bold. The first and second abbreviations represent 
from which reactor and at which months during incubation the samples were collected. 
Bootstrap analysis was performed with 1000 replicates and values of >50 % are shown. 
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Figure 4 Scanning electron micrograph images of NRI (a) scale bar 5 µM. (b-d) scale bar 1 µM 
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Figure 5 Scanning electron micrograph images of NRII (a) scale bar 5 µM. (b-c) scale bar 1 µM 
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Figure 6 Change in ammonia concentrations under the presence of (a) ATU for NRI collected 
in month 2, (b) ATU for NRII collected in month 2, (c) PTIO for NRI collected in month 2, 
and (d) PTIO for NRII collected in month 3 
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(a)  ATU 30 µM + PTIO 100 µM 

  

 

 

 

 

     

(b) ATU 80 µM + PTIO 100 µM 
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(d) ATU 2000 µM + PTIO 100 µM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7 Change in ammonia concentrations under the presence of a mixture of different 
concentrations of ATU and a consistent concentration of PTIO for NRI and NRII collected in 
month 2 and 3, respectively. 
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Figure 8 Change in the distribution pattern of (a) AOA amoA gene, (b) AOB amoA gene under 

the absence of ATU, and (c) AOA amoA gene under the presence of 80 µM of ATU for NRI 

collected in month 4. 
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Figure S1 Change in ammonia concentrations under the presence of ATU for (a) NRI collected 
in month 12 (Only for this test of ammonia-oxidizing activity, ammonia concentration 
measurement for each flask was performed with no replicate) and (b) NRII collected in month 
6 
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Figure S2 Change in (a) ammonia concentrations, (b) numbers of AOA amoA genes, and (c) 

numbers of AOB amoA genes during DNA-SIP incubation of NRI collected in month 4. 
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Abstract 29 

Ammonia-oxidizing archaea (AOA) have recently been proposed as potential players 30 

for ammonia removal in wastewater treatment plants (WWTPs). However, there is very few 31 

evidence directly showing the contribution of AOA to ammonia oxidation in this engineering 32 

system. In this study, DNA-stable isotope probing (DNA-SIP) with the labeled 13C-HCO3
- 33 

was introduced to sludge from a municipal WWTP. Quantitative PCR demonstrated that 34 

AOA amoA genes outnumbered AOB amoA genes in the sludge from this WWTP along the 35 

study period. AOA amoA gene sequence analysis revealed that AOA in this WWTP were 36 

specific to one subcluster within the group 1.1b Thaumarcheota. When ammonia was 37 

supplied to DNA-SIP incubation, the DNA-SIP profiles showed the incorporation of the 13C-38 

HCO3
- into AOA and AOB amoA genes. However, the 13C-HCO3

- was not found to be 39 

assimilated into both microorganisms’ amoA genes in the incubation without ammonia. The 40 

results suggested that AOA belonging to this subcluter of the group 1.1b Thaumarcheota 41 

utilized inorganic carbon for cell synthesis during ammonia oxidation indicating their role in 42 

ammonia removal in the WWTP.  43 

Keywords 44 

 ammonia-oxidizing archaea; ammonia-oxidizing bacteria; autotrophic growth; DNA-45 

stable isotope probing (DNA-SIP); wastewater treatment plant 46 

1 Introduction 47 

Ammonia-oxidizing microorganisms in wastewater treatment plants (WWTPs) are 48 

more phylogenetically diverse than previously expected. Apart from well-known ammonia-49 

oxidizing bacteria (AOB), ammonia-oxidizing archaea (AOA) are now being considered as  50 

the other potential contributors to ammonia removal in WWTPs. The discovery of AOA 51 

marker genes in WWTPs worldwide, including North America, Europe, and Asia, has 52 

demonstrated the wide distribution of theses microorganisms in WWTPs (Park et al. 2006; 53 



 

 

Wells et al. 2009; Limpiyakorn et al. 2011; Mußmann et al. 2011; Yapsakli et al. 2011; 54 

Zhang et al. 2011; Bai et al. 2012; Sauder et al. 2012; Gao et al. 2013; Wu et al. 2013; Gao et 55 

al. 2014; Sinthusith et al. 2015; Li et al. 2016; Sauder et al. 2017). Quantitative analyses 56 

revealed the relatively higher numbers of AOA amoA genes than AOB amoA genes in some 57 

studies (Limpiyakorn et al. 2011; Mußmann et al. 2011; Bai et al. 2012; Sauder et al. 2012; 58 

Wu et al. 2013; Sinthusith et al. 2015; Zhang et al. 2015), though in some plants AOB amoA 59 

genes outnumbered AOA amoA genes (Wells et al., 2009; Yapsakli et al., 2011; Gao et al., 60 

2013; Gao et al., 2014). The abundance of AOA amoA genes in some of the plants studied 61 

does not imply that AOA involved in ammonia oxidation in those plants. This has been 62 

suggested by some studies with natural environmental samples that AOA were not necessary 63 

to be functionally significant for ammonia oxidation despite their amoA genes were more 64 

dominant than AOB amoA genes (Jia and Conrad 2009). As a result, direct evidence showing 65 

the contribution of AOA to ammonia oxidation in WWTPs is required to clarify this doubt. 66 

According to literatures available thus far, only two AOA culture and one in situ 67 

activity investigation studies have been available for WWTP AOA. The strain SAT1 was 68 

obtained from a WWTP in China (Li et al.2016). They affiliated with group 1.1a 69 

Thaumarcheota and were found to perform autotrophic ammonia oxidation. Candidatus 70 

Nitrosocosmicus exaquare, belonging to Nitrososphaera sister cluster within the group 1.1b 71 

Thaumarcheota was cultivated from a municipal WWTP in Canada (Sauder et al.2017). 72 

These AOA performed autotrophic ammonia oxidation and their activity and growth can be 73 

stimulated by some organic compounds. An in situ activity study in a refinery WWTP in 74 

England showed that AOA of a single OTU affiliated within the group 1.1b Thaumarcheota 75 

had a non-autotrophic lifestyle suspecting that not all members of the phylum 76 

Thaumarcheota, which are generally found to contain amo genes, are ammonia oxidizers 77 

(Mußmann et al. 2011). With the currently information, the conclusion to the contribution of 78 



 

 

AOA to ammonia removal in WWTPs has yet been drawn, due to the contradictory among 79 

them. In addition, AOA present in WWTPs worldwide are found to be diverse belonging to 80 

various groups within the Thaumarcheota phylum (Limpiyakorn et al., 2013) and different 81 

AOA groups may maintain life through different routes as suggested by a few culture studies 82 

(Könneke et al. 2005; de la Torre et al. 2008; Hatzenpichler et al. 2008; Martens-Habbena et 83 

al 2009; Lehtovirta-Morley et al. 2011; Tourna et al. 2011; Li et al. 2016; Sauder et al.2017).  84 

This study provides direct evidence indicating in situ activity of AOA and AOB in 85 

sludge from a full-scale municipal WWTP. It is hypothesized that AOA and AOB found to be 86 

abundant in this WWTP perform autotrophic ammonia oxidation. Therefore, DNA stable 87 

isotope probing (DNA-SIP) with the labelled 13C-HCO3
- was applied to the sludge from this 88 

WWTP.  89 

2 Materials and methods 90 

2.1 Description of a wastewater treatment plant 91 

Samples were taken from an activated sludge process of a full-scale municipal 92 

WWTP in Bangkok, Thailand. During the study period, the plant received influent with 93 

biological oxygen demand (BOD) and ammonia concentrations of 35.6-37.3 mg L-1 and 10.6-94 

11.8 mgN L-1, respectively. The plant’s final effluent contained BOD and ammonia 95 

concentrations of 4.0-5.1 mg L-1 and 0.1-0.2 mgN L-1, respectively. Hydraulic retention time 96 

of the activated sludge system was in a range of 10-17 hr and its solid retention time was 97 

between 34 and 50 days. Samples were collected from aeration basins of the activated sludge 98 

system and kept on ice during transportation to the laboratory. Immediately after arriving the 99 

laboratory, DNA-SIP incubation was conducted with the sludge samples. DNA was extracted 100 

from 2 mg dry weight of sludge using the Fast-DNA SPIN kit for soil (QBiogenes, USA). 101 

Extracted DNA was stored at -80ºC until further analyses. 102 

2.2 Quantification of AOA and AOB amoA genes 103 



 

 

Numbers of AOA and AOB amoA genes were quantified using quantitative PCR 104 

analysis with Maxima SYBR Green/ROX QPCR Master Mix (Fermentas, USA) in Mx3005P 105 

instrument (Stratagene, USA). AOA amoA genes were enumerated using the primers Arch-106 

amoAF and Arch-amoAR (Francis et al., 2005). The quantification of the AOB amoA genes 107 

was performed using the primers amoA1F and amoA2R (Rotthauwe et al., 1997). Standard 108 

curves of AOA amoA gene were prepared with the PCR product obtained from clone 109 

possessing amoA gene fragment. Standard curves for AOB amoA genes were prepared in the 110 

same manner. Melting curves were run together with agarose gel electrophoresis of final 111 

quantitative PCR products to ensure quantitative PCR quality of all samples after quantitative 112 

PCR run.  113 

2.4 Phylogenetic analysis of AOA amoA gene sequences  114 

The fragments of AOA amoA genes were amplified with the primers CrenamoA23f 115 

and Crenamo A616r (Pester et al., 2012) using a Takara polymerase (Takara Bio Inc., Japan) 116 

in a thermal cycler (Biorad Laboratories, USA). The PCR amplified products were purified 117 

by a NucleoSpin Extract II Kit (Clontech Laboratories Inc., USA) and were cloned using the 118 

pGEM-T Easy vector system (Promega, USA). Clones were randomly selected for 119 

sequencing at Macrogen Inc., Korea. The obtained sequences were analyzed for an 120 

arrangement of operational taxonomic units (OTUs) using CD-HIT (Huang et al. 2010). The 121 

representative sequences of the OTUs together with sequences of AOA cultures and 122 

sequences related closely to the representative sequences, which were obtained from 123 

Genbank, were aligned and computed for phylogenetic analysis using MEGA7 (Kumar  et al. 124 

2016). A neighbor-joining tree was constructed with the Maximum Composite Likelihood 125 

model and a Boostrap value of 1000 replications.  126 

2.3 DNA-stable isotope probing 127 



 

 

DNA-SIP was performed with sludge taken from the plant in three different occasions 128 

within three month period. Two sets were carried out (WWTP sludge I and WWTP sludge II) 129 

with inorganic medium containing an ammonia concentration of 7 mg-N/L, and the other set 130 

(WWTP sludge III) was done with no ammonia supplied in the medium.  131 

The incubation was prepared in continuous-flow reactors with an effective volume of 132 

one liter with no sludge recycled. Sludge was transferred into a reactor. The influent 133 

inorganic medium (per liter) contained NH4Cl, NaCl (1.0 g), MgCl2･6H2O (0.4 g), CaCl2･134 

2H2O (0.1 g), KCl (0.5 g), KH2PO4 (0.2 g), 2 mL of 1M NaHCO3 solution, 1 mL of 135 

nonchelated trace element mixture, 1 mL of vitamin solution, 1 mL of thiamin solution, 1 mL 136 

of vitamin B12 solution, 1 mL selenite-tungstate solution (Widdel et al. 1992). The pH was 137 

adjusted to 7.2–7.8 using NaOH. The medium was supposed to support AOA growth as it 138 

was modified from previous AOA culture studies. Before preparing the medium, pH of 139 

deionized water was adjusted to three and air zero (without CO2) was purged to remove 140 

natural 12C in the deionized water. For each set, the incubation was carried out using two 141 

separated reactors with unlabeled H12CO3
- and labeled H13CO3

-. HCO3
- was provided at a 142 

concentration of 1mM to ensure sufficient carbon source for cell growth. For reactor 143 

operation, HRT was kept at 4 days. Mixing was provided for 8 hours a day to avoid high 144 

sludge wasting from the reactors. Before air zero was purged to provide aeration, dissolve 145 

oxygen concentrations in the reactors were monitored and were found to be > 2 mg L-1 146 

confirming aerobic condition in all reactors at the end of each aeration cycle. During the 147 

incubation period, ammonia, nitrite and nitrate concentrations were monitored. Sludge 148 

samples from the reactors were collected once a week for downstream analysis. 149 

DNA was extracted from the sludge samples using the protocol previously mentioned. 150 

The heavy and light DNA was separated using isopycnic centrifugation in a CsCl solution 151 

(Niu et al., 2013). Extracted DNA was mixed with a 7.163 M CsCl and gradient buffer to 152 



 

 

meet the initial buoyant density of 1.70 g mL-1. The ultracentrifugation was performed in a 153 

polyallomer centrifuge tube containing 6 mL of mixing solution and filled the space with 154 

mineral oil. MLN-80 rotor was used to separate DNA at 178,000xg for 72 hr. at 20oC. 155 

Approximately twenty-five fractions of an equal volume of 250 μL were collected by 156 

replacing the mineral oil from the top of the tube. Buoyant density of each fraction was 157 

measured by an AR200 digital refractometer (Reichert, USA). DNA precipitation was 158 

performed with glycogen and polyethylene glycol (PEG) and left overnight. Then, DNA was 159 

washed by 70% ethanol and re-dissolved in 30 μL TE buffer. AOA and AOB amoA genes in 160 

each fraction were quantified by quantitative PCR with the primers Arch-amoAF and Arch-161 

amoAR (Francis et al., 2005) and the primers amoA1F and amoA2R (Rotthauwe et al., 1997), 162 

respectively.    163 

3 Results  164 

3.1 Quantification of AOA and AOB amoA genes in WWTP sludge 165 

Quantitative PCR revealed the numbers of AOA and AOB amoA genes in WWTP 166 

sludge along the three sampling occasions within three month period of the study (Figure 1). 167 

The AOA amoA gene numbers were in a range of ???, and for AOB amoA genes, the 168 

numbers were ranging from ???. For all three sampling times, AOA amoA genes were ??? 169 

times outnumbering AOB amoA genes.  170 

3.2 Phylogenetic analysis of AOA amoA gene sequences obtained from WWTP sludge 171 

 Clone libraries were constructed for AOA amoA gene fragments obtained from 172 

WWTP sludge I and WWTP sludge II. A neighbor-joining tree was constructed as shown in 173 

Figure 2. All sequences analyzed from both sampling periods related closely to each other by 174 

being in the same AOA subcluster of the group 1.1b Thaumarcheota . The results suggest that 175 

AOA communities were unchanged during both sampling times.  176 

3.3 DNA-stable isotope probing 177 



 

 

DNA-SIP was performed for WWTP sludge I and WWTP sludge II with inorganic 178 

medium containing an ammonia concentration of 7 mg-N/L. The incubation period was ??? 179 

and ??? days for WWTP sludge I and WWTP sludge II, respectively. During the incubation, 180 

ammonia, nitrite, and nitrate concentrations were periodically measured. With the incubation 181 

of both sludge, ammonia was completely oxidized to nitrite and nitrate leading to the 182 

remaining ammonia concentrations of < 0.39 mgN L-1 in the effluent since day 7 of operation. 183 

These concentrations fell close to the WWTP effluent. No nitrite accumulation (<0.36 mgN 184 

L-1 after 7 days of operation) was observed due to the presence of nitrite-oxidizing activity in 185 

the sludge. Nitrate concentrations in the effluent (7.2-11.2 mgN L-1) were balance with the 186 

influent ammonia concentrations for all reactors. Sludge samples were taken from the 187 

reactors once a week. Numbers of AOA and AOB amoA genes were measured by 188 

quantitative PCR. DNA from 12C and 13C incubation was fractionated by isopycnic gradient 189 

centrifugation in CsCl solution. Then, numbers of AOA and AOB amoA genes in each 190 

fraction were monitored by quantitative PCR. DNA-SIP profiles were plotted against the 191 

relative ratio of the gene number in a fraction to the maximum gene number and the buoyant 192 

density of a fraction (g mL-1).  193 

For WWTP sludge I (Figure 3), AOA amoA gene peak of the 12C incubation appeared 194 

at ??? g mL-1. After ??? days of incubation, an additional peak occurred at ??? g mL-1 in the 195 

13C incubation and this pattern was maintained until the end of incubation of ??? days. For 196 

AOB amoA gene profiles, the peak of the 12C incubation was found at ??? g mL-1 and the 197 

peak was shifted to ??? g mL-1 for the 13C incubation. The results suggested the incorporation 198 

of 13C-HCO3
- into AOA and AOB cells under the incubation condition of WWTP sludge I. 199 

However, the AOA amoA gene peaks were not clearly separated between the 12C and 13C 200 

incubation. This may be because the mixing was only provided 8 hours a day with an attempt 201 

to ensure enough cells for DNA-SIP experiment, resulting in longer SRT than the controlled 202 



 

 

HRT of 4 days. Therefore, the incubation was performed again with WWTP sludge II, and 203 

mixing was provided 24 hours after day ??? of incubation to remove old cells from the 204 

reactors. 205 

Figure 4 shows DNA-SIP profiles for WWTP sludge II. For all sampling occasions, 206 

the AOA amoA gene peaks of the 12C incubation occurred at ??? g mL-1. The 13C incubation 207 

showed an additional peak at ??? g mL-1 on day ??? of incubation. The peaks migrated 208 

toward the heavier fractions as shown on days ??? and ??? of the reactor operation. After full 209 

mixing was provided from day ???, the peak at ??? g mL-1 in the 13C incubation reduced their 210 

size suggesting that some AOA cells containing 12C was removed from the reactor, while the 211 

cells containing 13C can be maintained and became higher proportion in the reactor. AOB 212 

amoA gene profiles shows the peaks at ??? g mL-1 for the 12C incubation. The peaks for the 213 

13C incubation appeared at ??? g mL-1 since day ??? of operation. The results confirmed the 214 

incorporation of 13C-HCO3
- into AOA and AOB cells. AOA amoA gene sequences were 215 

analyzed for sample taken at day 56 of the 13C incubation. Clones were sequenced and the 216 

phylogenetic analysis was described as shown in Figure 2. The results suggested that AOA 217 

found at the end of the incubation were in the same AOA subcluster of the group 1.1b 218 

Thaumarcheota as found in the WWTP sludge II. The result indicated that the incubation 219 

condition used in this study did not influence the AOA community. In addition, AOA of this 220 

subcluster performed autotrophic growth during ammonia oxidation.  221 

Figure 6 shows DNA-SIP profiles of WWTP sludge III which was incubated with the 222 

medium containing no ammonia. The incubation condition was maintained in the same 223 

manner as for WWTP sludge I and WWTP sludge II. Along the incubation period of ??? 224 

days, shift of the peaks from the 12C to 13C incubation was not observed for both AOA and 225 

AOB amoA genes. The peaks appeared at ??? g mL-1 for AOA amoA genes and ??? g mL-1 226 



 

 

for AOB amoA genes. The result suggests no 13C incorporation into AOA and AOB cells 227 

when no ammonia was supplied. 228 

4. Discussion 229 

AOA amoA genes outnumbered AOB amoA genes (Figure 1). A number of works 230 

reported the existence of AOA amoA genes in WWTP samples (Park et al. 2006; Wells et al. 231 

2009; Limpiyakorn et al. 2011; Mußmann et al. 2011; Yapsakli et al. 2011; Zhang et al. 232 

2011; Bai et al. 2012; Sauder et al. 2012; Gao et al. 2013; Wu et al. 2013; Gao et al. 2014; 233 

Sinthusith et al. 2015; Li et al. 2016; Sauder et al. 2017). Some demonstrated that AOA amoA 234 

genes were the dominant ammonia oxidizers’ amoA genes in WWTPs (Limpiyakorn et al. 235 

2011; Mußmann et al. 2011; Bai et al. 2012; Sauder et al. 2012; Wu et al. 2013; Sinthusith et 236 

al. 2015; Zhang et al. 2015). Until now, it is still unclear what environmental and operational 237 

parameters made these microorganisms occurred or been the predominant ammonia oxidizers 238 

in some WWTPs. This ambiguousness is due to the limitation of data to represent complexity 239 

of WWTP environment to link with AOA appearance in the past studies (Li et al., 2016). 240 

Although this point is still in debate, a few literatures demonstrated that ammonia 241 

concentration, dissolve oxygen concentration, and retention time may be possible parameters 242 

influencing AOA occurrence in WWTPs (Park et al. 2006; Limpiyakorn et al. 2011; Sauder 243 

et al. 2012; Sinthusith et al. 2015; Li et al. 2016).  244 

AOA amoA gene sequences suggested that AOA found in the WWTP sludge I, 245 

WWTP sludge II and at the end of DNA-SIP incubation of WWTP sludge II were members 246 

of one subcluster within the group 1.1b Thaumarcheota. Previously, members of AOA in this 247 

subcluster were reported in other WWTPs (Limpiyakorn et al., 2011). However, there is no 248 

any cultured AOA related closely to this AOA subcluster. Representative cultured AOA for 249 

WWTPs were found to be placed in different AOA groups. The strain SAT1 from a WWTP 250 

in China belonged to the group 1.1a Thaumarcheota and Candidatus Nitrosocosmicus 251 



 

 

exaquare" from a municipal WWTP in Canada fell within Nitrososphaera sister cluster 252 

within the group 1.1b Thaumarcheota. No representative WWTP AOA of the group 1.1b 253 

Thaumarcheota has been reported. AOA cultures within the group 1.1b Thaumarcheota are 254 

available, but they are retrieved from other environment, for example “Candidatus 255 

Nitrososphaera gargensis” from hot spring (Hatzenpichler et al. 2008), “Candidatus 256 

Nitrososphaera viennensis" from soil (Tourna et al. 2011). However, our WWTP AOA 257 

sequences are phylogenetically placed in different branch from those cultured AOA (Figure 258 

2) with sequence identity of ??% to “Candidatus Nitrososphaera gargensis”, “Candidatus 259 

Nitrososphaera viennensis", respectively. Therefore, physiological and metabolic information 260 

obtained from the current available AOA cultures may not be applicable for this AOA 261 

subcluster. 262 

The DNA-SIP profiles suggested the incorporation of 13C-HCO3
- to amoA genes of 263 

AOA and AOB only when ammonia was supplied to the incubation. The shift of the DNA-264 

SIP peaks from the lighter fractions to the heavier fractions of both microorganisms amoA 265 

genes were found since day ??? of incubation. Regarding culture studies, AOA and AOB are 266 

considered to be the slow-growing microorganisms. Their generation time is in a range of day 267 

under autotrophic growth condition. Two representative AOA cultures for WWTPs, the strain 268 

SAT1 and “Candidatus Nitrosocosmicus exaquare" showed the generation time of 2.9 d and 269 

2.2 d (51.7 hr) (Li et al. 2016 and Sauder at al. 2017). AOA from other environments, such as 270 

Nitrosopumilus maritimus and “Candidatus Nitrososphaera viennensis" had the generation 271 

time of 21-26 h and 23 d, respectively (Könneke et al. 2005; Martens-Habbena et al. 2009; 272 

Tourna et al. 2011). Because the shift of the DNA-SIP peaks can be observed at the early 273 

period of incubation of ??? days which did not far differ from the generation times of both 274 

microorganisms, the incorporation of 13C into their amoA genes should be a result of direct 275 

uptake of the supplied 13C-HCO3
- rather than cross feeding. In addition, without ammonia, no 276 



 

 

incorporation of 13C-HCO3
- was observed along the incubation period of ??? days. Therefore, 277 

it is indicated that AOA and AOB in the WWTP sludge performed autotrophic ammonia 278 

oxidation. 279 

 Previously, AOA originated from WWTPs belonging to other AOA groups have been 280 

reported to oxidize ammonia and assimilate inorganic carbon. The strain SAT1, which 281 

belonged to the group 1.1a Thaumarcheota, was confirmed for its autotrophic ammonia 282 

oxidizing activity by DNA-SIP. CARD-FISH-MAR suggested that the enrichment culture of 283 

“Candidatus Nitrosocosmicus exaquare", belonging to the Nitrososphaera sister cluster 284 

within the group 1.1b Thaumarcheota, incorporated 14C-bicarbonate during oxidizing 285 

ammonia. However, when CARD-FISH-MAR was applied to the WWTP biofilm where 286 

“Candidatus Nitrosocosmicus exaquare" was originated from, no incorporation of 14C-287 

bicarbonate was found for AOA in the presence of ammonia, while positive signals were 288 

reported for AOB. The result is similar to in situ activity investigation of sludge from a 289 

refinery WWTP (Mußmann et al. 2011). FISH-MAR revealed that although AOA presented 290 

up to a 10,000 times higher number than AOB in the plant, they did not exhibit autotrophic 291 

activity in the presence of ammonia. Sauder et al (2017) raised that in the WWTPs, AOA 292 

may reply on another metabolism or oxidized ammonia with assimilating a carbon source 293 

other than bicarbonate.  294 

Although, our current study showed that AOA belonging to the subcluster of the 295 

group 1.1b Thaumarcheota performed autotrophic ammonia oxidation in situ, alternative 296 

carbon sources apart from bicarbonate are not included in this study. Many AOA cultures 297 

from WWTPs and other environments were found to be stimulated by some organic 298 

compounds. The ammonia-oxidizing activity of “Candidatus Nitrosocosmicus exaquare" can 299 

be stimulated by the presence of many organic compounds with maltate, succinate, and 300 

pyruvate at the most (Sauder et al. 2017).  “Candidatus Nitrososphaera viennensis" was also 301 



 

 

able to increase their growth rate under low amounts of additional pyruvate (Tourna et al. 302 

2011). Therefore, this piece of work still remains for further clarification and is interesting for 303 

WWTP engineers as various types of organic compounds are present in wastewater and they 304 

may influence the predominant of AOA in some WWTPs.  305 

5. Conclusions 306 

This study revealed in situ activity of AOA and AOB in one municipal WWTP. AOA 307 

in this WWTP affiliated to only one subcluster within the group 1.1b Thaumarcheota. AOA 308 

and AOB in the sludge was found to perform autotrophic ammonia oxidation under the study 309 

condition. The results strengthened the hypothesis that AOA also contribute to ammonia 310 

removal in WWTPs.  311 
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Figure 1 Numbers of AOB and AOA amoA genes in WWTP sludge 410 

411 



 

 

Figure 2 Phylogenetic tree calculated based on sequences of AOA amoA genes 412 

413 



 

 

Figure 3 DNA-SIP profiles showing buoyant density distribution of AOA and AOB amoA 414 

genes for WWTP sludge I supplied with 7 mgN L-1 ammonium media.  415 

416 



 

 

Figure 4 DNA-SIP profiles showing buoyant density distribution of AOA and AOB amoA 417 

genes for WWTP sludge II supplied with 7 mgN L-1 ammonium media.  418 

419 



 

 

Figure 5 DNA-SIP profiles showing buoyant density distribution of AOA and AOB amoA 420 

genes for WWTP sludge III supplied without ammonium media.  421 
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