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งานวิจยัน้ีไดท้  าการทดลองเพ่ือหาชนิดของตวักลาง ระยะเวลากกัเก็บสารละลายและอตัราการ
หมุนเวียนสารละลายท่ีเหมาะสมในการผลิตเมทานอลจากก๊าซชีวภาพในถงัปฏิกิริยาชนิดก่ึงต่อเน่ืองท่ีมี
เช้ือเมทาโนโทรฟเกาะอยูบ่นตวักลางลอยในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ผสมเกลือแมกนีเซียมคลอไรด ์
โดยท าการศึกษาชนิดของตวักลางลอย 2 แบบ คือ เมด็พลาสติกทรงกลมและฟองน ้ารูปลูกบาศก์ศึกษา
ระยะเวลากกัเก็บสารละลายในถงัปฏิกิริยาไดแ้ก่ 1, 3 และ 5 วนัและศึกษาอตัราการหมุนเวียนสารละลาย 
ไดแ้ก่ 2 20 และ 200 มิลลิลิตรต่อนาที 

 
 ผลการทดลองเม่ือก าหนดระยะเวลากกัเก็บท่ี 5 วนัพบว่า ปริมาณเมทานอลท่ีผลิตไดมี้แนวโนม้
เพ่ิมสูงข้ึนทั้งสองชนิดของตวักลางโดยสูงสุดในวนัท่ี 14 ของการเดินระบบ  ปริมาณเมทานอลสะสม
ตลอดระยะเวลาการเดินระบบ 30 วนัมีค่าเท่ากบั 5,699 และ 5,032 ไมโครโมลาร์ส าหรับตวักลางชนิด
ฟองน ้าและเมด็พลาสติกตามล าดบั แต่อตัราการผลิตเมทานอลของระบบท่ีใชฟ้องน ้ามีค่าสูงกว่าท่ีใชเ้มด็
พลาสติกเป็นตวักลาง (39.68 และ 27.63 ไมโครโมลาร์ต่อวนั ตามล าดบั) เม่ือใชร้ะบบท่ีใชต้วักลางชนิด
ฟองน ้าและลดระยะเวลากกัเก็บเป็น 1 และ 3 วนั พบว่าเมทานอลผลิตไดสู้งสุดในวนัท่ี 11 และ 15 วนั
ของการเดินระบบ โดยปริมาณเมทานอลสะสมมีค่าเท่ากบั 1,575 และ 1,641ไมโครโมลาร์ เม่ือแปรผนั
อตัราเร็วในการหมุนเวียนสารละลายพบว่าเม่ือเพ่ิมอตัราเร็ว ปริมาณเมทานอลท่ีผลิตไดมี้แนวโนม้
เพ่ิมข้ึน ปริมาณเมทานอลสะสมตลอดระยะเวลาเดินระบบ 30 วนัท่ีระยะเวลากกัเก็บ 5 วนั มีค่าเท่ากบั 
8,648 5,699 และ 5,297 ไมโครโมลาร์ท่ีอตัราเร็ว 200 20 และ 2 มิลลิลิตรต่อนาที ตามล าดบัและจาก
เทคนิคฟิชตรวจพบปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II สูงกว่า Type I โดยมีค่าเฉล่ียร้อยละ 26.87 และ 
12.67 ของจุลินทรียท์ ั้งหมด ตลอดระยะเวลาการศึกษาทั้งสองชนิดตวักลาง นอกจากน้ียงัพบว่าสดัส่วน
ของเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II ท่ีมากกว่าร้อยละ 20 จะพบการผลิตเมทานอลในทุกระยะเวลากกัเก็บ แต่
เม่ือเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II ลดลงจนถึงร้อยละ 10 จะไม่พบการผลิตเมทานอลในระบบและจะพบการ
ผลิตเมทานอลในความเขม้ขน้คงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 20 เป็นตน้ไปในทุกอตัราการหมุนเวียนสารละลายโดยพบ
สดัส่วนของเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II ร้อยละ 20 เช่นกนั 
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The objective of this study is to find optimal type of media, hydraulic retention time (HRT) 
and liquid recirculation rate (LRR) for methanol production by the semi-continuous bioreactor 
consisting of methanotrophs attached on floating media in phosphate buffer solution containing 
magnesium chloride. Types of floating media were plastic beads and sponge cubes. The hydraulic 
retention time was varied at 1, 3 and 5 days and the liquid recirculation rate was varied at 2, 20 and 
200 mL/min. 

 
The results showed that methanol production was increasing at the HRT of 5 days and gave 

maximum concentration at day 14th , and then it was decreasing. The methanotroph attached on both 
floating media gave slight differences in methanol production (5,699 and 5,032 µM, respectively) 
during 30 days operation. But sponge media gave higher methanol concentration than beads media 
(39.68 and 27.63 µM/day, respectively).  The methanotroph attached on sponge at the HRT of 1 and 3 
days gave maximum methanol concentration at day 11st and 15th. Methanol production at the HRT of 
1 and 3 days were 1,575 and 1,641 µM, respectively. The methanotroph attached on sponge at the 
LRR of 200, 20 and 2 mL/min gave methanol production of 8,648 5,699 and 5,297 µM, respectively. 
These results indicated that increasing liquid recirculation rate yielded higher methanol concentration. 
Besides, types and quantities of methanotroph was studied by FISH technique, Type II was found 
more than Type I and was 26.87% and 12.67% in average for microbial population of all operation. 
When Type II was found more than 20%, methanol was produced at all HRTs. While Type II was 
found less than 10%, methanol was not produced. Methanol gave stable concentration trend after day 
20th every liquid recirculation rate of which Type II was found to be 20%. 
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การผลติเมทานอลจากก๊าซชีวภาพด้วยเช้ือเมทาโนโทรฟบนตัวกลางลอยในถงั
ปฏกิริิยาชีวภาพชนิดกึง่ต่อเน่ือง 

 

Biological Methanol Production from Biogas by Methanotroph Attached on 
Floating Media in Semi Continuous Bioreactor 

 

ค าน า 
 

 ปัจจุบนัสภาวะโลกร้อน (global warming) นบัเป็นประเด็นหน่ึงที่ประชากรโลกและ
นกัวจิยัหรือนกัวชิาการจากหลายสาขาก าลงัใหค้วามสนใจเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากการใช้
พลงังานที่เพิม่สูงขึ้นโดยเฉพาะในภาคอุตสาหกรรมที่ก  าลงัเติบโตในหลายพื้นที่ ส่งผลใหอ้ตัรา
การปลดปล่อยมลพษิเพิม่สูงขึ้นตามล าดบั ทั้งมลพษิอากาศ  มลพษิทางน ้ า  ขยะและกากของเสีย
อนัตราย ท าใหม้นุษยต์อ้งพยายามคิดคน้หาวธีิก าจดัหรือน าของเสียที่เกิดขึ้นกลบัมาใชใ้หม่
เพือ่ใหเ้กิดประโยชน์ เช่น การน ากลบัมาใชซ้ ้ า (reuse) การน าไปผา่นกระบวนการรีไซเคิล 
(recycle) ซ่ึงจะช่วยลดมลสารที่ปนเป้ือนออกจากส่ิงแวดลอ้มลงไดบ้า้ ง ในขณะที่เศรษฐกิจทัว่
โลกก าลงัเติบโตนั้น ทรัพยากรธรรมชาติที่เป็นแหล่งวตัถุดิบในการผลิตพลงังานเพือ่ขยาย
ตลาดโลกนั้นก็ก าลงัถูกใชไ้ปอยา่งรวดเร็วเช่นกนั โดยทรัพยากรเหล่าน้ีก็ลว้นแลว้แต่เป็น
ทรัพยากรที่ใชแ้ลว้หมดไปหรือทรัพยากรส้ินเปลืองนัน่เอง ท าใหปั้จจุบนัราคาเช้ื อเพลิงสูงขึ้น 
ดงันั้นส่ิงที่เราควรใหค้วามส าคญัคือ ลดการใชพ้ลงังานและพยายามคิดคน้หาแหล่งเช้ือเพลิงหรือ
แหล่งพลงังานทดแทนอ่ืนๆ ที่สามารถลดปริมาณมลพษิที่เพิม่ขึ้นอีกทางหน่ึง 

 
ก๊าซมีเทนมีคุณสมบติัของก๊าซเรือน กระจก ซ่ึงเป็นสาเหตุหน่ึงที่ก่อใหเ้กิดสภาวะโลก

ร้อน ในปัจจุบนัมีก๊าซมีเทนสะสมอยูใ่นบรรยากาศถึง 1.7 พพีเีอ็มโดยปริมาตร (IPCC, 2001) 
และความเขม้ขน้ของก๊าซมีเทนก็เพิม่ขึ้นมากกวา่สองเท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเวลา 300 ปีที่
ผา่นมา (Khalil and Rasmussen, 1985) และปัจจุบนัก๊าซมีเทนก็ค่อยๆ เพิม่ขึ้นในอตัราร้อยละ 
0.8-1.0 ต่อปี (WDCGG, 1997) เน่ืองจากการท านาขา้ว ปศุสตัวแ์ละก๊าซธรรมชาติ (LESA, 2003) 
นอกจากน้ีก๊าซชีวภาพซ่ึงเป็นก๊าซที่ไดจ้ากกระบวนการบ าบดัของเสียแบบไร้อากาศ ยงัมีสดัส่วน
ของมีเทนถึงร้อยละ 40-60 จึงนิยมใชเ้ป็นเช้ือเพลิงโดยตรง อยา่งไรก็ตามวธีิน้ีมีขอ้จ ากดัคือ อตัรา
การผลิตมีเทนมีความแปรปรวนและมีค่าใชจ่้ายในการท าใหก้๊าซมีเทนมีความบริสุทธ์ิ การเปล่ียน
รูปก๊าซมีเทนใหเ้ป็นเมทานอลจึงเป็นอีกวธีิการหน่ึงที่นิยมแต่การใชก้ระบวนการทางเคมีนั้นตอ้ง
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ใชพ้ลงังานสูง ซ่ึงตรงกนัขา้มกบัการใชว้ธีิทางชีว ภาพที่ใชพ้ลงังานต ่า (Ghisalba and Heinzer, 
1982) โดยมีแบคทีเรียกลุ่มหน่ึงที่เรียกวา่ เมทาโนโทรฟ ซ่ึงจะพบเช้ือชนิดน้ีตามพื้นดินที่มี
แหล่งของมีเทน เช่น ในนาขา้วหรือหนา้ดินของหลุมฝังกลบ (Whalen et al., 1990) เมทานอลที่
เกิดจากการยอ่ยสลายก๊าซมีเทนโดยจุลินทรียเ์มทาโนโทรฟมีขอ้ดี คือ แบคทีเรียช นิดน้ีสามารถ
น าไปใชต่้อไดอี้ก โดยใชเ้ป็นโปรตีนเซลลเ์ด่ียวส าหรับการเล้ียงสตัวแ์ละสามารถน าเมทานอลไป
ใชใ้นรูปแบบต่างๆ ไดอ้ยา่งกวา้งขวางมากขึ้น ทั้งที่เป็นพลงังานโดยตรงทดแทนน ้ ามนัเช้ือเพลิง 
หรือใชใ้นกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น การผลิตสี การลา้งอุปกรณ์ต่า งๆ การใช้
เป็นตวัท าละลาย เป็นตน้ อีกทั้งยงัสามารถน าเมทานอลไปใชใ้นกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจน
ซ่ึงจดัเป็นเช้ือเพลิงก๊าซสะอาดและใหค้วามร้อนสูงซ่ึงมีการผลิตสารมลพษิต ่าจากการใชง้าน 
นอกจากน้ีเมทานอลยงัสามารถเก็บรักษาไดง่้ายและขนส่งไดส้ะดวกกวา่ก๊าซมีเทน (Okubo et 
al., 2000) รวมทั้งมีการน าเมทานอลไปผลิตเป็นสารตา้นความเยน็ในหมอ้น ้ าของรถยนตแ์ละ
น าไปเป็นส่วนผสมของสารประกอบตวัอ่ืนๆ อีกดว้ย (Marchionna et al., 1998) และที่ส าคญัคือ 
ช่วยลดการผลิตก๊าซเรือนกระจกลงได้  โดยเช้ือเมทาโนโทรฟสามารถออกซิไดส์ก๊าซมีเทนให้
กลายเป็นเมทานอลในสภาวะที่มีอากาศไดโ้ดยมีปฏิกิริยาเคมีดงัต่อไปน้ี 
         
CH4  +   ½O2  CH3OH       HCHO         HCOOH  CO2 (1) 

 
หมายเหตุ MMO: Methane monooxygenase; MDH: Methanol dehydrogenase;  

FADH: Formaldehyde dehydrogenase; FAD: Formate dehydrogenase 

จากสมการ ที่ (1) จะเห็นวา่เอนไซม ์ MMO จากเช้ือเมทาโนโทรฟสามารถยอ่ยสลาย
มีเทนในสภาวะที่มีอากาศได ้จากนั้น  เอนไซม ์MDH FADH และ FAD จะยอ่ยสลายเมทานอล
ต่อจนได ้CO2 ดงันั้นในการผลิตเมทานอลดว้ยกระบวนการน้ีจึงตอ้งท าการยบัย ั้งเอนไซม ์ MDH 
ไม่ใหท้  าการเปล่ียนรูปเมทานอลไปเป็นฟอร์มลัดีไฮด์ ซ่ึงมีรายงานวา่ เกลือแมกนีเซียมคลอไรด์
ซ่ึงเป็นสารที่มีแรงไอออนิกสูงสามารถขดัขวางการเคล่ือนยา้ยอิเล็กตรอน ท าใหเ้อนไซม ์ MDH 
ไม่สามารถท างานได้  (Cox et al., 1992; Anthony and Williams, 2003) ดงันั้นในการศึกษาจึงใช้
เกลือแมกนีเซียม  คลอไรดใ์นระบบผลิตเมทานอล นอกจากน้ีการใชเ้ช้ือแบบเกาะติด (Attached 
Growth) ปริมาณเช้ือค่อนขา้งคงที่เม่ือเทียบกบัเช้ือแบบแขวนลอย  (Chae et al., 2008) และใน
การศึกษาที่ผา่นมา มกัใชก้าร ผลิตเมทานอลจากมีเทนในระบบแบบกะ (สยามมล , 2551) ซ่ึงมี
ขอ้เสียคือ การผลิตเมทานอลไม่ต่อเน่ืองและผลผ ลิตต ่า ในการวจิยัน้ี จึงมีวตัถุประสงคเ์พือ่หา

FAD FADH MDH MMO 
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สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเมทานอลจากก๊าซชีวภาพ โดยเช้ือเมทาโนโทรฟผสมที่เกาะบน
ตวักลางลอยในถงัปฏิกิริยาชีวภาพชนิดก่ึงต่อเน่ือง ซ่ึงสามารถลดปัญหาจากระบบแบบกะที่
ตอ้งเดินระบบใหม่บ่อยๆ (Hocking, 1998) 
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วตัถุประสงค์ 
 
1. ศึกษาชนิดของตวักลางลอยที่เหมาะสมที่ท  าใหเ้ช้ือเมทาโนโทรฟสามารถผลิตเมทา

นอลไดสู้งสุด             
 
2. ศึกษาระยะเวลากกัเก็บ (hydraulics retention time: HRT) ที่เหมาะสมที่ท  าใหเ้ช้ือเมทา

โนโทรฟสามารถผลิตเมทานอลไดสู้งสุด 
 
3. ศึกษาอตัราเร็วในการหมุนเวยีนของเหลว (liquid recirculation rate: LRR) ที่

เหมาะสมที่ท  าใหเ้ช้ือเมทาโนโทรฟสามารถผลิตเมทานอลไดสู้งสุด 
 

ขอบเขตการวิจัย 
 

1. การทดลองใชร้ะบบการผลิตเมทานอลแบบก่ึงต่อเน่ืองในถงัปฏิกิริยาชีวภาพใน
หอ้งปฏิบติัการทั้งหมด โดยเช้ือเมทาโนโทรฟที่ใชเ้ป็นเช้ือเมทาโนโทรฟแบบผสมซ่ึงคดัแยกจาก
ดินหลุมฝังกลบจ าลองในหอ้งปฏิบตัิการ 
 

2. ก๊าซชีวภาพสงัเคราะห์ที่ใชมี้อตัราส่วนระหวา่งก๊าซมีเทนต่อก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดเ์ท่ากบั 60 ต่อ 40 
 

3. การตรวจหาชนิดของเช้ือเมทาโนโทรฟ Type I และ Type II ดว้ยเทคนิคฟิช 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. แนวทางและขอ้มูลพื้นฐานของการออกแบบระบบผลิตเมทานอลจากก๊าซชีวภาพได้
โดยวธีิการทางชีวภาพในระบบการผลิตแบบก่ึงต่อเน่ือง 

 
2. สามารถน าของเสียกลบัมาใชป้ระโยชน์ในรูปของพลงังานทางเลือกชนิดหน่ึง 
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การตรวจเอกสาร 

 
1. ก๊าซชีวภาพ (Biogas) 
 

ก๊าซชีวภาพเป็นผลผลิตที่ไดจ้ากการยอ่ยสลายสารอินทรียแ์บบไร้อากาศเป็นวธีิการที่
แบคทีเรียไปยอ่ยสลายสารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่ใหมี้ขนาดเล็กลง จนกลายเป็นก๊าซในที่สุด เช่น 
การหมกัของขยะในหลุมฝังกลบมูลฝอยแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic composting) ซ่ึงระบบ
การยอ่ยสลายแบบไร้อากาศมกัเกิดกบัพื้นที่ซ่ึงมีสภาพอากาศร้อน เช่น ประเทศไทย เน่ืองจาก
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมีอุณหภูมิที่ค่อนขา้งสูง (เสริมพลและไชยยทุธ, 2527) มีปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นดงัน้ี 
(สมการที่ 2) 

Organic matter (CHONS) + H2O + nutrients 
 
 

newcells + stabilized organic matter + CO2 + CH4 + NH3+ H2S + heat 
 
จากปฏิกิริยาดงักล่าวพบวา่มีก๊าซมีเทนเกิดขึ้นร้อยละ 50-70 ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัถงัหมกัที่ใชห้มกั
ขยะกบัตะกอนจากระบบบ าบดัน ้ าเสียพบวา่มีก๊าซมีเทนเกิดขึ้นร้อยละ 50-60 เช่นกนัโดยแสดง
องคป์ระกอบทัว่ไปของก๊าซชีวภาพไดด้งัตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  องคป์ระกอบทัว่ไปของก๊าซชีวภาพ 
 

องคป์ระกอบ ร้อยละโดยปริมาตร 
มีเทน 
คาร์บอนไดออกไซด ์
ไนโตรเจน 
ไฮโดรเจน 
คาร์บอนมอนอกไซด ์
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์
ก๊าซอ่ืนๆ 

50-70 
25-40 

0.5-3.0 
0.5-1.5 
0.5-1.5 
0.01-0.5 
0.01-0.5 

 

Bacteria (2) 
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ที่มา:  กรมควบคุมมลพษิ (2538) 
 
2. ก๊าซมีเทน (Methane) 
 

2.1 คุณสมบติัของก๊าซมีเทน 
 

มีเทนมีสูตรโมเลกุลคือ CH4 มีน ้ าหนกัโมเลกุล 16.043 กรัมต่อโมล มีความสามารถ
ในการละลายน ้ าที่ความดนั 1.013 บาร์และอุณหภูมิ 35.6 °ฟาเรนไฮต ์เท่ากบั 0.054 โดยปริมาตร 
เป็นก๊าซที่ไม่มีสี ไม่มีกล่ิน เป็นไฮโดรคาร์บอนที่สามารถเผาไหมไ้ดแ้ลว้ใหเ้ป็นเช้ือเพลิงที่
พลงังานสูง (Metcalf and Eddy Inc, 2004) 

 
2.2 แหล่งก าเนิดของก๊าซมีเทน 
 

ในธรรมชาติจะพบก๊าซมีเทนในก๊าซชีวภาพทีเ่กิดจากการยอ่ยสลายสารอินทรียข์อง
แบคทีเรียที่เรียกวา่ เมทาโนเจน (methanogens) ในสภาวะที่ไร้อากาศ (anaerobic condition) ซ่ึง
ก๊าซชีวภาพดงักล่าวมกัประกอบไปดว้ยก๊าซมีเทนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซดใ์นอตัราส่วน 60 
ต่อ 40 ดงันั้นเราสามารถพบก๊าซชีวภาพดงักล่าวไดจ้ากระบบบ าบดัของเสียชนิดไร้อากาศ 
(anaerobic waste treatment) เช่น โรงบ าบดัมูลสุกร โรงบ าบดัตะกอนจากน ้ าเสียชุมชนหรือ
อุตสาหกรรมการผลิตอาหาร นอกจากน้ี หลุมฝังกลบมูลฝอยชุมชนยงัเป็นแหล่งผลิตก๊าซชีวภาพ
ขนาดใหญ่ (Tchobanoglous et al., 1993) 

 
2.3 อิทธิพลของก๊าซมีเทนต่อสภาวะโลกร้อน 
 

ก๊าซมีเทนเป็นก๊าซเรือนกระจกที่สามารถอยูใ่นบรรยากาศไดน้านถึง  11  ปี มี
คุณสมบติัของก๊าซเรือนกระจกสูงกวา่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดด์ว้ยปริมาตรที่เท่ากนัและ
สามารถดูดกลืนรังสีอินฟราเรดไดดี้กวา่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ซ่ึงก๊าซทั้งสองชนิดก็เป็น
สาเหตุหน่ึงที่ก่อใหเ้กิดสภาวะโลกร้อน โดยก๊าซมีเทนมีปริมาณเพิม่ขึ้นเน่ืองจากการท านาขา้ว 
ปศุสตัวแ์ละก๊าซธรรมชาติ การเพิม่ขึ้นของก๊าซมีเทนส่งผลกระทบโดยตรงต่อภาวะเรือนกระจก
มากเป็นอนัดบัสอง รองจากก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์พลงังานรวมที่เกิดขึ้นโดยเฉล่ีย 0.47 วตัต์
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ต่อตารางเมตร (LESA, 2003) นอกจากน้ีก๊าซมีเทนยงัเกิดขึ้นจากกระบวนการยอ่ยสลายแบบไร้
อากาศและพบในบริเวณหลุมฝังกลบขยะมูลฝอยอีกดว้ย 

 
จากขอ้มูลของกรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน การปล่อยก๊าซ

เรือนกระจกสู่บรรยากาศของประเทศไทยในปี 2546 จากประมาณ 344 ลา้นตนั
คาร์บอนไดออกไซดเ์ทียบเท่า คิดเป็นการปล่อยจากการใชพ้ลงังานถึงร้อยละ 56 ของการปล่อย
ก๊าซเรือนกระจกในประเทศ รองลงมาภาคเกษตรกรรมร้อยละ 24 จากขยะมูลฝอยและของเสีย
ร้อยละ 8 จากป่าไมแ้ละการใชท้ี่ดินรอ้ยละ 7 และจากกระบวนการอุตสาหกรรมร้อยละ 5 และ
จากการคาดการณ์ในปี ค.ศ. 2050 พบวา่ความเขม้ขน้ของก๊าซมีเทนในบรรยากาศอาจจะเพิม่ขึ้น
จาก 2.1 พพีเีอ็ม เป็น 4.0 พพีเีอ็ม (Ramanathan et al., 1985) สามารถสรุปแหล่งก าเนิดและ
ปริมาณก๊าซมีเทนที่ปลดปล่อยในแต่ละปีไดด้งัตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2  แหล่งก าเนิดและปริมาณก๊าซมีเทนที่ปลดปล่อยในแต่ละปี 
  

แหล่งก าเนิด 
ปริมาณการปลดปล่อยก๊าซมีเทน (ตนั/ปี) 

1970 1990 2050 
นาขา้วที่ชุ่มน ้ า 
พื้นที่ชุ่มน ้ าตามธรรมชาติ 
หลุมฝังกลบมูลฝอย 
การบ าบดัของเสียชุมชน 
สตัวเ์คี้ยวเอ้ือง 
มูลสตัว ์
ปลวก 
แหล่งน ้ า 
การเผาไหมม้วลชีวภาพ 

- การตดัไมท้  าลายป่า 
- การเผาทุ่งหญา้ 
- การเผาของเสียจากการเกษตร 

53 
111 
24 
17 
66 
12 
20 
15 

 
16 
17 
7 

59 
111 
36 
25 
79 
14 
20 
15 

 
14 
16 
8 

52 
111 

81 
47 
161 
28 
20 
15 
 

12 
6 
9 

 
ที่มา: Kreileman and Bouwman (1994) 
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2.4 การใชป้ระโยชน์จากก๊าซมีเทน 
 

การน าก๊าซมีเทนไปใชป้ระโยชน์ เช่น การเปล่ียนมีเทนใหเ้ป็นเมทานอลโดย
จุลินทรีย ์     เมทาโนโทรฟ ซ่ึงแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถน าไปใชต่้อไดอี้กโดยใช้เป็นโปรตีน
เซลลเ์ด่ียวส าหรับการเล้ียงสตัว ์(Anthony, 1982) ผลิตก๊าซสงัเคราะห์ เช่น ก๊าซ
คาร์บอนมอนอกไซด ์ก๊าซไฮโดรเจนโดยก๊าซไฮโดรเจนอาจน าไปผลิตต่อใหก้ลายเป็น
แอมโมเนียก็ได ้(Hatch and Matar, 1977) หรือแมแ้ต่ในฟาร์มเล้ียงสุกรที่มีการผลิตก๊าซมีเทนใน
ปริมาณสูง เกษตรกรที่มีฟาร์มขนาดใหญ่ก็สามารถท าระบบเก็บกกัก๊าซมีเทนเพือ่น าไปใชเ้ป็น
เช้ือเพลิงในการผลิตกระแสไฟฟ้า เตาหุงตม้อาหาร หมอ้ตม้ไอน ้ า (สมพงษ,์ 2549) และเน่ืองจาก
ก๊าซชีวภาพมีระดบัของก๊าซมีเทนค่อนขา้งสูงจึงมีการน ามีเทนจากหลุมฝังกลบมูลฝอยมาใชเ้ป็น
เช้ือเพลิง (EMCON, 1980) อยา่งไรก็ตามวธีิน้ีมีขอ้จ ากดัคืออตัราการผลิตมีเทนมีความแปรปรวน
ค่อนขา้งมากซ่ึงขึ้นอยูก่บัชนิดของสารอินทรียแ์ละสภาพภูมิอากาศ และมีค่าใชจ่้ายในการท าให้
ก๊าซมีเทนมีความบริสุทธ์ิ การเก็บและขนส่งก๊าซมีเทนยงัมีราคาแพงและอาจก่อใหเ้กิดอนัตราย
ได ้เน่ืองจากการเก็บก๊าซมีเทนจะเก็บในรูปที่ท  าใหก้ลายเป็นของเหลวและเก็บที่อุณหภูมิ -162 °
ซ ภายใตส้ภาวะความดนับรรยากาศ แลว้ส่งไปตามเสน้ท่อเพือ่ไปเก็บยงัถงัที่มีความเยน็จดั และ
จะง่ายต่อการเก็บถา้ถงัมีขนาดใหญ่มาก (Davis, 1980) 
 
3. เมทานอล (Methanol) 
 

3.1 คุณสมบตัิของเมทานอล 
 

เมทานอลเรียกอีกอยา่งวา่เมทิลแอลกอฮล ์เป็นแอลกอฮอลท์ี่มีสูตรโครงสร้างสั้น
ที่สุดในบรรดาแอลกอฮลท์ุกชนิด คือ CH3OH มีมวลโมเลกุลเท่ากบั 32.04 และความหนาแน่น 
0.7915 กรัมต่อมิลลิลิตร มีสถานะเป็นของเหลวใส ละลายน ้ าได ้ไม่มีสี ไม่มีกล่ินและไม่มีรสชาติ
ของแอลกออล ์มีจุดเดือดและจุดเยอืกแขง็เท่ากบั 64.7 และ -97.8 °ซ ตามล าดบั 
 

3.2 กระบวนการสงัเคราะห์เมทานอล 
 

กระบวนการสงัเคราะห์เมทานอลมีทั้งการผลิตดว้ยวธีิทางเคมีและวธีิทางชีวภาพ 
โดยกระบวนการสงัเคราะห์เมทานอลดว้ยวธีิทางเคมีตอ้งการพลงังานสูงและตอ้งอาศยัความ
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ระมดัระวงัในการผลิตซ่ึงอาจส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม โดยกระบวนการผลิตเมทานอลตอ้ง
อาศยัสมการพื้นฐานในการสงัเคราะห์เมทานอลทางเคมีตามขั้นตอนดงัต่อไปน้ี (Rowell and 
Hokanson, 1979)  

 กระบวนการรีฟอร์มม่ิงดว้ยไอน ้ า (steam reforming) 
 

 

 

CH4 + H2O   CO +3H2 ;ΔH800 = +226.9 kJ/mole  (3)
 (3) 
 

 
 กระบวนการเปล่ียนคาร์บอนไดออกไซดใ์หเ้ป็นคาร์บอนมอนอกไซด(์shift reaction) 
 

 

CO2 + H2   CO + H2O ;ΔH25 = +38.5 kJ/mole (4) 
 
 กระบวนการสงัเคราะห์เมทานอลดว้ยความดนัต ่า (low pressure methanol analysis) 

 

 

CO + 2H2   CH3OH  ;ΔH25 = -90.9 kJ/mole (5) 
 

 

 
กระบวนการผลิตเมทานอลทางชีวภาพสามารถท าไดเ้ช่นเดียวกนัและมีขอ้ดีกวา่ทางเคมี คือใช้
พลงังานต ่า ซ่ึงเป็นการหมกัสารอินทรียใ์นธรรมชาติโดยอาศยัจุลินทรียเ์ป็นตวัยอ่ยสลายหรือเป็น
การใชแ้บคทีเรียชนิดหน่ึงที่มีเอนไซมมี์เทนโมโนออกซิจิเนส (MMO) ซ่ึงสามารถยอ่ยสลายก๊าซ
มีเทนใหก้ลายเป็นเมทานอลได ้ซ่ึงจะกล่าวถึงในหวัขอ้ต่อไป ดงันั้นวธีิการผลิตเมทานอลโดย
กระบวนการทางชีวภาพจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่น่าสนใจเพราะเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มและ
สามารถลดก๊าซเรือนกระจกอยา่งเช่นมีเทนลงได ้ดงัแสดงในภาพที่ 1 

 

Ni-Catalyst 
(15-20% on Al2O3 or SiO2) 

700-900 °C 
1-25 bar 

Ni-Catalyst 
 

Cu-Catalyst 
 

230-280 °C 
50-100 bar 
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ภาพที่ 1  การสงัเคราะห์เมทานอลจากสารอินทรียช์นิดต่างๆ 
 
                             ที่มา: Ghisalba and Heinzer (1982) 

 
3.3 การใชป้ระโยชน์จากเมทานอล 

 
การใชป้ระโยชน์เมทานอลมีการใชอ้ยา่งกวา้งขวาง ทั้งที่เป็นพลงังานโดยตรง

ทดแทนน ้ ามนัเช้ือเพลิงหรือใชใ้นกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น การผลิตสี การ
ลา้งอุปกรณ์ต่างๆ การใชเ้ป็นตวัท าละลาย เป็นตน้ และยงัสามารถน าเมทานอลไปใชใ้น
กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจน ซ่ึงจดัเป็นเช้ือเพลิงก๊าซสะอาดและใหค้วามร้อนสูงซ่ึงมีการ
ผลิตสารมลพษิต ่าจากการใชง้าน นอกจากน้ีเมทานอลยงัสามารถเก็บรักษาไดง่้ายและการขนส่ง
สะดวกกวา่ก๊าซมีเทน (Okubo et al., 2000)  

 
ปัจจุบนัเมทานอลถูกน ามาใชใ้นเทคโนโลยดีา้นยานยนตซ่ึ์งมีทั้งขอ้ดีและขอ้เสีย 

ขอ้ดีก็คือ เมทานอลช่วยเพิม่ค่าออกเทนในเคร่ืองยนตไ์ดสู้งกวา่น ้ ามนัเช้ือเพลิง ช่วยลดการน็อค
ของเคร่ืองยนตซ่ึ์งเป็นผลใหก้ารเผาไหมเ้ช้ือเพลิงเกิดขึ้นอยา่งมีประสิทธิภาพเพราะช่วยปรับ
สดัส่วนของแรงดนัในเคร่ืองยนตใ์หพ้อเหมาะและเมทานอลยงัมีค่าความร้อนในการกลายเป็น
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ไอสูง ดงันั้นอุณหภูมิที่ใชใ้นการจุดติดไฟจึงต ่ากวา่น ้ ามนัเช้ือเพลิงและปลดปล่อยก๊าซ
ไนโตรเจนออกไซดอ์อกมาในปริมาณที่นอ้ยกวา่อีกดว้ย แต่ในขณะเดียวกนัขอ้เสียของเมทา
นอลก็คือ ความหนาแน่นของพลงังานของเมทานอลนอ้ยกวา่น ้ ามนัเช้ือพลิงเป็นคร่ึงหน่ึง ท าให้
ระยะการเดินทางนอ้ยลงถา้ใชเ้มทานอลเป็นเช้ือเพลิงแทนน ้ ามนัเช้ือเพลิงเม่ือเปรียบเทียบจาก
ปริมาณเช้ือเพลิงที่ใชเ้ท่ากนั รวมทั้งขนส่งและเก็บไดง่้ายกวา่น ้ ามนัเช้ือเพลิงและอาจมีราคาถูก
กวา่ก๊าซธรรมชาติ ซ่ึงอาจท านายไดว้า่ในอนาคตเมทานอลจะมีบทบาทส าคญัมากในการน าไป
ผลิตอุตสาหกรรมดา้นปิโตรเคมีและกระแสไฟฟ้า (Hatch and Matar, 1977) ซ่ึงอาจแสดง
แนวโนม้ความตอ้งการเมทานอลในปี 2006 ที่ผา่นมาไดด้งัตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3  การผลิตเมทานอลแต่ละภูมิภาคของโลก 
 
ภูมิภาค ปริมาณเมทานอล (พนัลา้นแกลลอนต่อปี) 
ยโุรป 
สหรัฐอเมริกา 
ออสเตรเลีย/เอเชีย 
แคนนาดา/เม็กซิโก 
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้
อเมริกาใต ้
ตะวนัออกกลาง 
แอฟริกา 

2,616 
1,805 
900 
837 
733 
713 
628 
266 

 
ที่มา: http://www.ethanol-gec.org 
 
4. เมทาโนโทรฟ (Methanotroph) 
 

4.1 ลกัษณะทัว่ไปของเช้ือเมทาโนโทรฟ 
 

เมทาโนโทรฟหรือเมทาโนโทรฟิคแบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ที่จดัอยูใ่น
กลุ่มแบคทีเรียที่เรียกวา่เมทิลโลโทรฟ (Methylotrophs) ซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่ใชอ้ากาศและสามารถ
ใชส้ารประกอบที่มีคาร์บอน 1 อะตอมเป็นแหล่งของคาร์บอนและพลงังาน เช่น มีเทน เมทานอล 

http://www.ethanol-gec.org/
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เมทิลเอไมด ์ฮาโลมีเทน ฟอร์เมท เป็นตน้ (Anthony, 1982) โดยในปี ค.ศ. 1906 Sohgen et al. 
ไดแ้ยกแบคทีเรียตวัแรกที่สามารถออกซิไดส์มีเทนในสภาวะที่มีอากาศ คือ Bacillus 
methanicus 
 

4.2 การจ าแนกเช้ือเมทาโนโทรฟ 

 
ในปี 1970 Writternbury et al. ไดจ้  าแนกเช้ือเมทาโนโทรฟ ไดก้วา่ 100 ชนิด โดย

อาศยัเกณฑก์ารแบ่งหลายอยา่งไดแ้ก่ ลกัษณะรูปร่างของเซลล ์(cell morphology) รูปแบบของ
ระยะพกั (resting stages formed) ลกัษณะโครงสร้างของเยือ่หุม้ไซโตพลาสมิคหรือการเรียงตวั
ของเมมเบรนชั้นใน (fine structure intracytoplasmic membrane) และลกัษณะภายนอกทัว่ไป
ของเซลล ์โดยสามารถแบ่งเช้ือเมทาโนโทรฟออกเป็น 2 ชนิด ไดแ้ก่ เมทาโนโทรฟชนิด Type I 
ซ่ึงมีลกัษณะรูปร่างเป็นแท่งสั้นหรือเป็นทรงกลม ไม่สามารถเจริญไดใ้นที่ที่อุณหภูมิสูงถึง 45 °ซ 
เยือ่หุม้ไซโต พลาสมิกมีลกัษณะการเรียงเป็นแผน่ซอ้นกนัคลา้ยจานหรือซอ้นตามแนวขวางของ
เซลล ์ระยะพกัของเซลลอ์ยูใ่นรูปซิสต ์(cyst) ไดแ้ก่สายพนัธุ ์Methylomonas spp.และ 
Methylobacter spp. ในขณะที่เมทาโนโทรฟชนิด Type II มีลกัษณะรูปร่างเป็นแท่งคลา้ย
พระจนัทร์เส้ียวและมีบางเซลลมี์รูปร่างเป็นวงรี ไม่สามารถเจริญไดใ้นที่ที่อุณหภูมิสูงถึง 45 °ซ 
เยือ่หุม้ไซโตพลาสมิกมีลกัษณะเป็นเยือ่หุม้ 2 ชั้นขนานไปกบัผนงัเซลล ์ระยะพกัของเซลลอ์ยูใ่น
รูปซิสต ์(cyst) และสปอร์ (spore) ไดแ้ก่สายพนัธุ ์ Methylosinus spp. และ Methylocystis spp. 
และต่อมายงัพบเมทาโนโทรฟสายพนัธุใ์หม่ คือ เมทาโนโทรฟ Type X เน่ืองจากมีลกัษณะบาง
ประการคลา้ยเมทาโนโทรฟ Type I มีลกัษณะรูปร่างส่วนใหญ่เป็นทรงกลมและมกัพบเป็นคู่ 
สามารถเจริญไดใ้นที่ที่อุณหภูมิสูงถึง 45 °ซ เยือ่หุม้ไซโต พลาสมิกมีลกัษณะการเรียงเป็นแผน่
ซอ้นกนัคลา้ยจานหรือซอ้นตามแนวขวางของเซลล ์ระยะพกัของเซลลอ์ยูใ่นรูปซิสต ์(cyst) อาศยั
กระบวนการวถีิอาร์ยเูอ็มพแีละวถีิซีรินในการดูดซึมฟอร์มลัดีไฮดเ์ขา้ไปในเซลล์ ซ่ึงสามารถ
สรุปการจ าแนกเช้ือเมทาโนโทรฟไดด้งัตารางที่ 4 ซ่ึงแบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถผลิตเอนไซมท์ี่
เรียกวา่ มีเทนโมโนออกซิจิเนส (methane monooxygenase) หรือเอ็มเอ็มโอ (MMO) ซ่ึงเป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยาในการออกซิเดชัน่ก๊าซมีเทนใหเ้ปล่ียนรูปเป็นเมทานอลและฟอร์มลัดีไฮดไ์ด้
ตามล าดบั ซ่ึงจะกล่าวในเป็นหวัขอ้ต่อไป 
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4.3 การตรวจพบเช้ือเมทาโนโทรฟในส่ิงแวดลอ้ม 

 
ในงานวจิยัที่ผา่นมาเก่ียวกบัเช้ือเมทาโนโทรฟพบวา่ สามารถตรวจพบเช้ือเมทาโน

โทรฟ ในธรรมชาติที่มีการปลดปล่อยก๊าซมีเทน ดงันั้นจึงสามารถพบเช้ือชนิดน้ีไดใ้นดิน เช่น 
แหล่งเจาะก๊าซธรรมชาติ ในนาขา้ว พื้นที่ชุ่มน ้ า และหนา้ดินของหลุมฝังกลบ (Whalen et al., 
1990) หรือแมแ้ต่ชั้นตะกอนในทะเลสาบ โดยในงานวจิยัที่ศึกษาแบคทีเรียเมทาโนโทรฟในหนา้
ดินกลบทบัชั้นสุดทา้ยของพื้นที่ฝังกลบมูลฝอยจริง เช่น Nozhevnikova et al. (1993) พบวา่ใน
รัสเซียมีแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟทั้ง 2 ไทป์ โดยเมทาโนโทรฟชนิด Type II มกัพบในสภาพ
อากาศหนาวเยน็ ส่วนงานวจิยัที่ศึกษาแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟในหนา้ดินกลบทบัจ าลอง 
เช่น เช้ือเมทาโนโทรฟ Type I สามารถเจริญไดดี้ในบริเวณดา้นบนของคอลมัน์ดิน ซ่ึงเป็น
บริเวณที่มีความเขม้ขน้ของก๊าซมีเทนต ่าในขณะที่เช้ือเมทาโนโทรฟ Type II นั้นสามารถเจริญได้
ดีในบริเวณดา้นล่างของคอลมัน์ดิน ซ่ึงเป็นบริเวณที่มีความเขม้ขน้ของก๊าซมีเทนสูงและมีความ
เขม้ขน้ของออกซิเจนต ่า แต่อยา่งไรอตัราการเกิดมีเทนออกซิเดชนัในพื้นที่ฝังกลบมูลฝอยนั้นจะ
มีค่าลดลงตามระดบัความลึกเน่ืองดว้ยขอ้จ ากดัทางดา้นปริมาณออกซิเจน (Hanson and Hanson, 
1996) 
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ตารางที่ 4  การจ าแนกลกัษณะเช้ือเมทาโนโทรฟแต่ละชนิด 
 
Characteristics Type I Type II Type X 
Cell 
morphology 
 
Growth at 45°C 
Membrane 
arrangement 
- Bundles of 
vesicular disks 
 -Paired 
membranes 
aligned 
Nitrogen 
fixation 
Resting Stages 
formed 
 -Exospore 
 -Cysts 
RuMP Pathway 
Serine Pathway 
Phylogenetic 
signature probe 
 
 

Short rod, usually occur singly; 
some cocci or ellipsoids 
 
No 
 
 
Yes 
 
No 
 
 
No 
 
 
 
No 
Some strains 
Yes 
No 
1) 1041(5’-
CTCCGCTATCTCTAACAGATT-3’) 
2) 1035(5’-
GATTCTCTGGATGTCAAGGG-3’) 
3) MM650(5’-
CCTCTACTCAACTCTAGT-3’) 
4) MM850(5’-
TACGTTAGCTCCACCACTAA-3’) 

Crescent-shape rods, pear-shaped 
cells, sometimes occur in rosettes 
 
No 
 
 
No 
 
Yes 
 
 
Yes 
 
 
 
Some strains 
Some strains 
No 
Yes 
1034(5’-
CCATACCGGACATGTCCAAAGC-
3’) 

 
 

Cocci, often 
found as 
pairs 
Yes 
 
 
Yes 
 
No 
 
 
Yes 
 
 
 
No 
Some 
strains 
Yes 
Sometimes 
No specific 
probe has 
been testes 
 
 

 
ที่มา: Bowman et al. (1993) 
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ส าหรับความยากในการใชเ้ทคนิคพื้นฐานที่สืบต่อกนัมาในการศึกษาระบบ
นิเวศน์ของเช้ือเมทาโนโทรฟก็เคยไดรั้บการศึกษากนัมาแลว้เน่ืองจากเช้ือเมทาโนโทรฟเป็น
เช้ือที่มีการเจริญเติบโตชา้ (Murrell et al., 1998) และมีแหล่งอาหารหรือแหล่งพลงังานที่จ  ากดั 
Malashenko et al. (2000) รายงานวา่ สารจ าพวกไฮโดรคาร์บอนอ่ืนๆ ที่นอกเหนือจากมีเทนและ
พวกที่มีองคป์ระกอบของธาตุหมู่ 7 หรือฮาโลเจนที่คลา้ยๆกนั ก็จะไม่ถูกดูดซึม (เป็นแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งพลงังาน) โดยเมทาโนโทรฟ แต่อยา่งไรก็ตามสารพวกน้ีอาจถูกออกซิไดส์ได้
สภาวะที่มีโคเมแทบอลิซึม (co-metabolism) เพราะโคเมแทบอลิซึมซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ที่ไม่ไดใ้ห้
พลงังานในการเจริญเติบโต ขณะเดียวกนัเช้ือเมทาโนโทรฟเองก็สามารถเจริญเติบโตในเมทา
นอลไดเ้ช่นกนั ไดแ้ก่ สายพนัธุ ์ Methylomonas rubra 15sh ส่วน Methylococcus thermophilus 
111p เป็นสายพนัธุท์ี่ไม่เจริญเติบโตบนเมทานอล ซ่ึงท าใหไ้ม่เกิดการสูญเสียเมทานอลไปเป็น
แหล่งพลงังานและคาร์บอนแก่เซลลใ์นภายหลงัจากการผลิต (Malashenko et al., 2000) 
 

4.4 การผลิตเมทานอลจากมีเทนโดยเมทาโนโทรฟ 

 
ส าหรับกระบวนการเปล่ียนมีเทนเป็นเมทานอลที่ใชโ้ดยตรงส าหรับการบ าบดัก๊าซ

ชีวภาพ ยงัมีการศึกษานอ้ย อยา่งไรก็ตามการน าก๊าซชีวภาพจากกระบวนการบ าบดัของเสียมา
เป็นเมทานอลโดยแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟมีความเป็นไปไดสู้ง ทั้งน้ีเน่ืองจากก๊าซชีวภาพยงั
มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นองคป์ระกอบซ่ึงจดัเป็นสารที่ยบัย ั้งตวัหน่ึงในสมการที่ 7 
นอกจากน้ีสภาพภูมิอากาศของประเทศไทยยงัเอ้ืออ านวยใหเ้ช้ือชนิดน้ีเจริญเติบโตไดดี้ เน่ืองจาก
เช้ือเมทาโนโทรฟสามารถเจริญเติบโตไดดี้ที่อุณหภูมิในช่วง 25-35 องศาเซลเซียส (Hanson and 
Hanson, 1996) อีกทั้งไดมี้รายงานวา่ เช้ือชนิดน้ีสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในหนา้ดินหลุมฝังกลบ
จ าลองในประเทศไทย (Visvanathan et al., 1999; Chiemchaisri et al., 2001) โดย Chiemchaisri 
et al. (2001) รายงานวา่ Methylomonas methanica (Type I) สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในหนา้ดิน
ของหลุมฝังกลบมูลฝอยจ าลองในสภาพภูมิอากาศของประเทศไทย 

 
เน่ืองจากในระหวา่งการใชมี้เทนเป็นแหล่งพลงังานของเช้ือเมทาโนโทรฟ มีการ

เปล่ียนรูปของมีเทนเป็นเมทานอลก่อน โดยเช้ือเมทาโทรฟจะใชมี้เทนเป็นแหล่งคาร์บอนและ
พลงังานในสภาวะที่มีออกซิเจนแลว้ใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็นเมทานอลโดยอาศยัเอนไซมมี์เทนโมโน
ออกซิจิเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (MMO) โดยแสดงสมการไดด้งัน้ี 
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CH4 + ½O2   CH3OH + H2O           (6) 
 

อยา่งไรก็ตามโดยธรรมชาติแลว้เมทานอลจะถูกใชต่้อในเซลลเ์มทาโนโทรฟโดย
เปล่ียนเป็นฟอร์มลัดีไฮด ์ฟอร์เมทและคาร์บอนไดออกไซดต์ามล าดบั 

 
CH3OH   HCHO   HCOOH  CO2 (7) 
 
(หมายเหตุ MDH:  methanol dehydrogenase; FADH: formaldehyde dehydrogenase; FAD: 
formate dehydrogenase) 
 

จะเห็นวา่เอนไซมท์ี่มีความส าคญัเก่ียวขอ้งกบัเมทานอลคือ เอนไซมมี์เทนโมโน
ออกซิจิเนสและเมทานอลดีไฮโดรจีเนส (Anthony, 1986) โดยมีมีเทนโมโนออกซิจิเนสเป็น
เอนไซมท์ี่ออกซิไดส์มีเทนใหเ้ป็นเมทานอลและเมทานอลดีไฮโดรจีเนสจะเปล่ียนเมทานอลเป็น
ฟอร์มลัดีไฮด ์
 

4.5 การใชป้ระโยชน์อ่ืนๆ จากเช้ือเมทาโนโทรฟ 

 
ในอดีตมีการศึกษาการผลิตเช้ือเมทาโนโทรฟจากก๊าซมีเทนเพือ่ใชป้ระโยชน์ใน

การเป็นอาหารเล้ียงสตัว ์เน่ืองจากใหคุ้ณค่าทางโปรตีนสูงและใหส้ารประกอบอ่ืนๆ ที่ส าคญัต่อ
ส่ิงมีชีวติ เช่น กรดอะมิโน (L-gutamate, L-varine, L-alanine, L-serine, L-lysine) กรดอินทรีย ์
(citric acid, fumaric acid, ketoglutanic acid) (Anthony, 1982; Higgins et al., 1981; Kune et al., 
1976) นอกจากน้ียงัมีการศึกษาการใชป้ระโยชน์ของเช้ือเมทาโนโทรฟในการก าจดัสารพษิ 
เน่ืองจากเอนไซมเ์อ็มเอ็มโอสามารถออกซิไดส์สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีขนาดโมเลกุล
ใหญ่ได ้(Fogel et al., 1986; Wilson and Wilson, 1987; Dolan and McCarty, 1995) นอกจากน้ี
ดว้ยลกัษณะสมบตัิที่มีความส าคญัของเอนไซม ์MMO จึงมีศกัยภาพพอที่จะน ามาประยกุตใ์ชใ้น
งานดา้นอุตสาหกรรม อีกทั้ง sMMO และ pMMO ยงัสามารถยอ่ยสลายสารประกอบจ าพวก
ฮาโลจิเนท (halogenated compound)ซ่ึงปนเป้ือนอยูใ่นน ้ าใตดิ้นและในดินไดอี้กดว้ย (Dispirito 
et al., 1992; Oldenhuis et al., 1991) 
 
 

FAD FADH MDH 

MMO 
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4.6 เอนไซมใ์นการออกซิเดชนัมีเทนในเมทาโนโทรฟ 

 
เอนไซมท์ี่ส าคญัในการออกซิเดชนัมีเทนในเมทาโนโทรฟมี 2 ชนิดคือ มีเทนโมโน

ออกซิจิเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (MMO) และเมทานอลดีไฮโดรจีเนส (MDH)  
 

เราสามารถแบ่งเอนไซมมี์เทนโมโนออกซิจิเนสหรือเอ็มเอ็มโอ MMO ออกเป็น 2 
ชนิดดว้ยกนัคือ เอสเอ็มเอ็มโอ (soluble monooxygenase: sMMO) และพเีอ็มเอ็มโอ (particulate 
monooxygenase: pMMO) ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 
 

4.6.1 เอสเอ็มเอ็มโอ 

 
เอสเอ็มเอ็มโอเป็นเอนไซมท์ี่พบไดใ้นเมทาโนโทรฟบางสายพนัธุเ์ท่านั้น

โดยจะพบในกลุ่มเมทาโนโทรฟชนิด Type II ไดแ้ก่ Methylosinus, Methylocystis และเมทาโน
โทรฟชนิด Type I ไดแ้ก่ Methylococcus ในทุกสายพนัธุแ์ละพบในบางสายพนัธุข์องเมทาโน
โทรฟชนิด Type I ไดแ้ก่ Methylomonas, Methylomicrobium (Murrell et al., 2000) โดย
โครงสร้างของเอสเอ็มเอ็มโอที่พบในสายพนัธุเ์หล่าน้ีจะมีลกัษณะคลา้ยคลึงกนัและเป็นเอนไซม์
ที่ละลายอยูใ่นไซโตพลาสมิค (cytoplasmic enzyme complex) โดยมีส่วนประกอบหลกั 3 ส่วน
คือ ส่วนไฮดรอกซีเลส (hydroxylase) ส่วนโปรตีน B และส่วนรีดกัเตส (reductase) (ภาพที่ 2)
โดยส่วนไฮดรอกซีเลสมีน ้ าหนกัประมาณ 245 kDa. ประกอบไปดว้ยเหล็กที่ไม่มีฮีม (nonheme 
ion) สามารถแบ่งออกเป็น 3 หน่วย คือ อลัฟา (α) เบตา้ (β) และแกมมา (γ) ซ่ึงส่วนไฮดรอก
ซีเลสเป็นส่วนเร่งของเอนไซม ์(active site) ส าหรับส่วนโปรตีน B เป็นโปรตีนที่ไม่มีสีจบักบั
ส่วนไฮดรอกซีเลส มีน ้ าหนกั 15 kDa. ซ่ึงส่วนน้ีจะไม่เกิดปฏิกิริยาโมโนออกซิจิเนส และในส่วน
รีดกัเตส มีน ้ าหนกั 38.4 kDa. ประกอบดว้ยฟลาวนิอะดินีนไดนิวคลีโอไทด ์flavin adenine 
dinucleotide: FAD) และนิโคตินาไมดอ์ะดินีนไดนิวคลีโอไทด ์(dinicotinamind adenine 
dinucleotide: NADH) โดย FAD จะประกอบดว้ยรีดกัเตส ท าหนา้ที่รับอิเล็กตรอนจาก NADH2 
และส่งผา่นไปยงับริเวณ di-iron ของไฮดรอกซีเลสซ่ึงเป็นบริเวณเร่งของเอนไซม ์(Murrell et al., 
2000) 
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ภาพที่ 2 โครงสร้างของเอสเอ็มเอ็มโอ 
 

ที่มา: Murrell et al. (2000) 
 

โดยการแสดงออกของเอสเอ็มเอ็มโอจะเกิดขึ้นเม่ือมีอตัราส่วนคอปเปอร์ต่อ
ชีวมวลในอาหาร (Copper-to-biomass ratio) ในระดบัต ่า (low copper growth condition) คือมี
คอปเปอร์ไอออน (Cu2+) นอ้ยกวา่ 0.89 ไมโครโมลาร์ต่อน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ 1 กรัม ดงันั้นถา้
ระดบัของคอปเปอร์ต่อชีวมวลในอาหารสูงจะสามารถยบัย ั้งเอนไซมช์นิดน้ีได ้(Hanson and 
Hanson, 1996) 
 

เอสเอ็มเอ็มโอมีความจ าเพาะต่อสบัสเตรทที่หลากหลาย โดยในเมทาโน
โทรฟบางชนิดที่เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีคอปเปอร์ในระดบัต ่าและมีการเติมแนฟทาลีน เอส
เอ็มเอ็มโมจะสามารถเปล่ียนแนฟทาลีนเป็น 1,2-แนฟทาลีนได ้(Hanson and Hanson, 1996; 
Murrell et al., 2000) 
 

4.6.2 พเีอ็มเอ็มโอ 

 
พเีอ็มเอ็มโอเป็นเอนไซมท์ี่พบไดใ้นเมทาโนโทรฟทุกสายพนัธุ ์โดยพเีอ็ม

เอ็มโอจะเกาะติดที่ภายในเยือ่หุม้ไซโตพลาสมิค (Murrell et al., 2000) และจะแสดงออกเม่ือ
อตัราส่วนคอปเปอร์ต่อชีวมวลในอาหารสูง คือมากกวา่ 0.85-1 ไมโครโมลาร์ต่อน ้ าหนกัเซลล์
แหง้ 1 กรัม แต่ไม่เกิน 20 ไมโครโมลาร์ต่อน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ 1 กรัม (Hanson and Hanson, 1996) 
ซ่ึงอาจช้ีใหเ้ห็นวา่ปริมาณ คอปเปอร์สามารถก าหนดหรือคดัเลือกสายพนัธุไ์ด ้Fox et al. (1990) 
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รายงานวา่ Methylosinus trichosporium OB3b เป็นเมทาโนโทรฟสายพนัธุท์ี่มีเอ็มเอ็มโอทั้ง 2 
รูป เม่ือน ามาเล้ียงในอาหารเอ็นเอ็มเอส (nitrate mineral salt: NMS) โดยมีการเติมคอปเปอร์
ไอออนในอาหาร 5 ไมโครโมลาร์ จะมีการผลิตพเีอ็มเอ็มโอเพยีงชนิดเดียว และเน่ืองจากพเีอ็ม
เอ็มโอเป็นเอนไซมท์ี่เกาะติดกบัเยือ่หุม้ไซโตพลาสมิคท าใหใ้นปัจจุบนัยงัไม่สามารถสกดัให้
บริสุทธ์ิไดเ้หมือนเอสเอ็มเอ็มโอ (Hanson and Hanson, 1996) ส่วนประกอบและโครงสร้างของ
พเีอ็มเอ็มโอยงัไม่ทราบชดัเจน แต่จากการศึกษาพเีอ็มเอ็มโอจาก M.capsulatus (Bath) พบวา่ พี
เอ็มเอ็มโอประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของโปรตีน 3 หน่วย (ภาพที่ 3) มีน ้ าหนกั  45, 27 และ 23  
kDa. ซ่ึงบริเวณที่จบักนัระหวา่งหน่วยยอ่ยที่มีน ้ าหนกั 45 และ 27 kDa. คาดวา่จะเป็นบริเวณเร่ง 
พเีอ็มเอ็มโอมีความจ าเพาะต่อสบัเสตทบางชนิดเท่านั้นและไม่สามารถออกซิไดส์แนฟทาลีนได ้ 

 

 

 
ภาพที่ 3 โครงสร้างของพเีอ็มเอ็มโอ 

 
ที่มา: Murrell et al. (2000) 

 
เมทาโนโทรฟที่มีการใชพ้เีอ็มเอ็มโอออกซิไดส์มีเทนเป็นเมทานอลจะมีการ

เจริญที่สูงกวา่เมทาโนโทรฟที่มีการใชเ้อสเอ็มเอ็มโอเน่ืองจากปฏิกิริยาคะตะไลส์ของเอสเอ็มเอ็ม
โอตอ้งใช ้NADH เป็นตวัใหอิ้เล็กตรอน (ภาพที่ 4) การที่เอสเอ็มเอ็มโอใช ้NADH เป็นตวัให้
อิเล็กตรอนท าใหส่้วนมากจะพบวา่ NAD+ ซ่ึงมีอยูอ่ยา่งจ ากดัเป็นตวัก าหนดการเจริญเติบโต 
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(Limiting growth) ของเมทาโนโทรฟ ในขณะที่พเีอ็มเอ็มโอใชส้ารซ่ึงมีศกัยไ์ฟฟ้าสูงเป็นตวั
ใหอิ้เล็กตรอน (Murrell et al., 2000) 

 

 
 

ภาพที่ 4  การยอ่ยสลายมีเทนเป็นเมทานอลดว้ย pMMO และ sMMO 
                      
                      ที่มา: Murrell et al. (2000) 
 

4.6.3 เมทานอลดีไฮโดรจีเนส 

 
ในแบคทีเรียเมทิลโลโทรฟจะออกซิไดส์เมทานอลเป็นฟอร์มลัดีไฮดโ์ดย

เอนไซมท์ี่มีช่ือวา่เมทานอลดีไฮโดรจีเนสหรือเอ็มดีเอช (methanol dyhydrogenase: MDH) 
โครงสร้างของเอ็มดีเอชประกอบดว้ย γ2β2 น ้ าหนกัรวมประมาณ 150 kDa. (Reddy and Bruice, 
2004) โดยมีหน่วยยอ่ยขนาดใหญ่ (α) มีน ้ าหนกัประมาณ 60-67 kDa. (ภาพที่ 5) โดยหน่วยใหญ่
แต่ละหน่วยประกอบดว้ยโคเอ็นไซมไ์พโรโลควโินลีนควนินีนหรือพคีิวคิว (pyrroloquinoline 
quinine: PQQ) 1 โมเลกุล และแคลเซียมไอออน (Ca2+) ส่วนหน่วยยอ่ยขนาดเล็ก (β) มีขนาด 8.5 
kDa. บริเวณเร่งของเอนไซมค์ือบริเวณที่ Ca2+  จบักบัโคเอนไซมพ์คีิวคิว (Anthony and 
Williams, 2003)  
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ภาพที่ 5 โครงสร้างหน่วยยอ่ยของเอ็มดีเอช 
 

ที่มา: Anthony and Williams (2003) 
 

การเคล่ือนยา้ยอิเล็กตรอนจากเมทานอลจะเร่ิมจากการส่งผา่นไปยงัเอ็มดีเอช
และไซโตโครม CL (Cytochrome CL ) หลงัจากนั้นอิเล็กตรอนจะถูกส่งผา่นไปยงัไซโตโครม CH  
(Cytochrome CH ) และส้ินสุดที่ออกซิเดส (Oxydase) ดงัแสดงในสมการที่ 8 (Dales and 
Anthony, 1995) 
 
MeOH       MDH              Cytochrome CL            Cytochrome CH          Oxidase (8)  
 

4.7 ปัจจยัที่มีผลต่อการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟ 

 
4.7.1 อุณหภูมิ 

 
อุณหภูมิมีผลโดยตรงต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลลข์อง

จุลินทรีย ์การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิมีความส าคญัต่อจุลินทรียแ์ต่ละชนิด อยา่งไรก็ตาม
อุณหภูมิสูงมกัมีผลต่อจุลินทรียม์ากกวา่อุณหภูมิต ่า มีหลายงานวจิยัที่ศึกษาผลของอุณหภูมิในดิน
ต่อแบคทีเรียเมทาโนโทรฟ Boeckx and Cleemput (1996) ไดร้ายงานอุณหภูมิที่เหมาะสม
ส าหรับการเกิดมีเทนออกซิเดชนั คือ 25-30 °ซ Visvanathan et al. (1999) ไดร้ายงานอุณหภูมิที่
เหมาะสมส าหรับการเกิดมีเทนออกซิเดชนั คือ 30-36 °ซ ในขณะที่ทีมวจิยัของบริษทั Osaka gas 

e- e- e- e- 
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รายงานถึงการผลิตเมทานอลจากจุลินทรียส์ามารถท าไดดี้ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
อยา่งไรก็ตามอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเมทานอลดว้ยเมทาโนโทรฟเป็นอุณหภูมิ
เดียวกบัอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของเมทาโนโทรฟนั้น  
 

4.7.2 ชนิดและปริมาณของเมทาโนโทรฟ 

 
ไดมี้รายงานการใชเ้มทาโนโทรฟสายพนัธุ์ต่างๆ หลากหลายชนิดในการ

ผลิตสารอินทรียแ์ละก าจดัสารปนเป้ือนต่างๆ ในส่ิงแวดลอ้ม เช่น การผลิตเมทิลโลคีโตน 
(Methyloketone) จาก Methylococcus capsulatus (Texas strain) Methylosinus sp. (CRL-15) 
และ Methylobacterium sp. (CRL-26) (Patel et al., 1980) การยอ่ยสลายสารคลอริเนทเตทอีเทน 
ดว้ยเช้ือเมทาโนโทรฟผสม (Fogel et al., 1986) การบ าบดัสารไตรคลอโรเอทิลีนในดิน (Wilson 
and Wilson, 1987) เป็นตน้ แต่ส าหรับการผลิตเมทานอลจากเมทาโนโทรฟในปัจจุบนัยงัมี
รายงานการใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิ Methylosinus trichosporium เป็นส่วนใหญ่ (Furuto et al., 1999; 
Sugimori et al., 1995) มีการศึกษาเล็กนอ้ยที่ใชเ้ช้ือเมทาโนโทรฟผสมในการผลิตเมทานอล 
(สยามมล, 2551) 
 

การผลิตสารดว้ยเช้ือบริสุทธ์ิเพยีงชนิดเดียว (pure culture) สามารถควบคุม
กระบวนการ   เมแทบอลิซึมของจุลินทรียไ์ดง่้าย ผลิตภณัฑท์ี่ได ้(yield) จึงมีความแปรปรวนต ่า 
แต่ตอ้งควบคุมใหอ้ยูใ่นสภาวะที่ไม่มีการปนเป้ือนจากจุลินทรียช์นิดอ่ืน เน่ืองจากเม่ือมีการ
ปนเป้ือนเช้ือบริสุทธ์ิอาจไม่สามารถแข่งขนักบัเช้ือชนิดอ่ืนได ้ในขณะที่การใชเ้ช้ือแบบผสมไม่
ตอ้งมีการควบคุมเร่ืองการปนเป้ือนมากนกั โดยเช้ือผสมสามารถอยูใ่นระบบการผลิต
แบบต่อเน่ืองไดย้าวนานกวา่ (ดุษฎี, 2546) 
 

4.7.3 องคป์ระกอบของก๊าซในบรรยากาศ 

 
ยงัไม่มีรายงานอตัราส่วนมีเทนบริสุทธ์ิต่อก๊าซในบรรยากาศที่เหมาะสม แต่

นิยมใชป้ริมาณมีเทนเร่ิมตน้ในการผลิตเมทานอลแบบเป็นคร้ังอยูร่ะหวา่งร้อยละ 10-30 (Yu et 
al., 1995; Lee et al., 2004) อยา่งไรก็ตามองคป์ระกอบของก๊าซในบรรยากาศมีความส าคญัต่อ
การผลิตเมทานอลของ    เมทาโนโทรฟ Xin et al. (2004) ไดร้ายงานปริมาณอตัราส่วนของก๊าซ
แต่ละชนิดที่เหมาะสมต่อการผลิตเมทานอลโดยเช้ือ Methylosinus trichosporium OB3b ที่อยูใ่น
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สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ พเีอช 7 โดยไม่มีสารยบัย ั้งเมทานอล
ดีไฮโดรจีเนส คือ มีเทนร้อยละ 20 ออกซิเจนร้อยละ 20 ไนโตรเจนร้อยละ 20 และ
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 40 ในระบบการผลิตแบบต่อเน่ือง โดยคาร์บอนไดออกไซดซ่ึ์งเป็น
ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยในกระบวนการเมแทบอลิซึมของ  เมทาโนโทรฟนั้นยบัย ั้งการออกซิเดชนัของ
เมทานอลได ้
 

นอกจากน้ี Amaral and Knowles (1994) ไดท้  าการศึกษาเช้ือเมทาโนโทรฟ
โดยใช ้diffusion column พบวา่ ปริมาณมีเทนที่เติมเขา้ไปในคอลมัน์ส่งผลใหบ้ริเวณดา้นบนของ
คอลมัน์หรือบริเวณผวิของเหลวที่มีปริมาณก๊าซมีเทนต ่ากวา่ มีเช้ือเมทาโนโทรฟ Type I 
เจริญเติบโตใหเ้ห็นเด่นชดัเป็นส่วนใหญ่ ส่วนบริเวณดา้นล่างของคอลมัน์จะมีปริมาณมีเทนสูง
กวา่ จึงมีเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II เจริญเติบโตใหเ้ห็นเด่นชดัมากกวา่ อีกทั้ งยงัเกิดปฏิกิริยาดีไน
ตริฟิเคชัน่ (denitrification) ในส่วนล่างของคอลมัน์ดว้ยเน่ืองจากการเติมเอ็นเอ็มเอสโดยที่
ปริมาณออกซิเจนไม่เพยีงพอ จึงเกิดปฏิกิริยาการยอ่ยสลายสารประกอบไนโตรเจนในสภาวะที่
ไม่มีออกซิเจนเกิดขึ้น 
 

4.7.4 ความเป็นกรดด่างหรือค่าพเีอช (pH) 
 

ความเป็นกรดด่างมีความส าคญัต่อการเจริญเติบโตของเมทาโนโทรฟ โดย
ปกติเมทาโนโทรฟสามารถเจริญไดดี้ที่สภาพพเีอชเป็นกลาง แต่เมทาโนโทรฟบางสายพนัธุ ์เช่น 
Methylocella palustris และ Methylocapsa acidiphila ซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่เจริญไดใ้นพื้นที่ที่มี
ความเป็นกรด โดยสามารถเจริญไดท้ี่ค่าพเีอชระหวา่ง 5.5-6.7 (Dedysh et al., 2003) ส าหรับค่าพี
เอชที่เหมาะสมต่อการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟควรเป็นกลาง (Yu et al., 1995; Lee et 
al., 2004) 

 
4.7.5 สารกระตุน้มีเทนโมโนออกซิจิเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (MMO) 

 
เน่ืองจากเอ็มเอ็มโอแบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ เอสเอ็มเอ็มโอและพเีอ็มเอ็มโอ 

ซ่ึงการแสดงออกของทั้ง 2 ชนิด ขึ้นอยูก่บัปริมาณของคอปเปอร์ไอออนและชนิดของเมทาโน
โทรฟ โดยถา้ตอ้งการใหเ้อ็มเอ็มโอชนิดใดท างานหรือแสดงออกจะตอ้งควบคุมปริมาณของคอป
เปอร์ไอออนในอาหารใหเ้หมาะสม อยา่งไรก็ตามการผลิตเมทานอลโดยเซลลข์อง Methylosinus 
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trichosporium OB3b จะเติมคอปเปอร์ไอออนในระดบัที่มากเพยีงพอเพือ่กระตุน้การท างาน
ของพเีอ็มเอ็มโอ (5 ไมโครโมลาร์) (Furuto et al., 1999; Lee et al., 2004) แต่ในการผลิตเอ็ม
เอ็มโอเพือ่สกดัออกมาใชภ้ายนอกเซลลจ์ะไม่เติมคอปเปอร์ไอออนในสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ (Park et al., 1991; Lee et al., 2004) 
 

4.7.6 สารยบัย ั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสหรือเอ็มดีเอช (MDH) 
 

การผลิตเมทานอลจากมีเทนโดยใชเ้ซลลเ์มทาโนโทรฟมีความจ าเป็นที่ตอ้ง
ยบัย ั้งการท างานของเอ็มดีเอช มีรายงานการใชส้ารยบัย ั้งเอ็มดีเอชหลายชนิด ไดแ้ก่ ไดไทโอ
ไตรอิทอล (dithiotriotheitol) ฟีนิวไฮดราซีน (phenylhydrazine) สารจบัโลหะ (metal chelating 
agent) ไอโอโดอะซิเตท (iodoacitate) ไซโคลโพรเพน (cyclopropane) และสารละลายที่มีความ
เขม้ขน้ของฟอสเฟตสูง (Anthony, 1986; Carver et al., 1984; Frank et al., 1989; Shimoda and 
Okura, 1991) จากการหาสารยบัย ั้งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นต่อเน่ืองในการยอ่ยสลายเมทานอลเป็นฟอร์
มลัดีไฮด ์ฟอร์เมทและคาร์บอนไดออกไซด ์โดย Noriyuki et al. (2002) พบวา่การใชแ้ลคเตท 
(lactate) และอะซิเตท (acetate) ช่วยยบัย ั้งปฏิกิริยาต่อเน่ืองดงักล่าวในการผลิตเมทานอลของเช้ือ
บริสุทธ์ิ (Methylosinus trichosporium OB3b) และจากงานวจิยัของ Furuto et al. (1999) และ 
Sugimori et al. (1995) ยงัพบอีกดว้ยวา่สารไฮโดรโพรพานอลเองก็สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยา
ดงักล่าวไดเ้ช่นกนัโดยการผลิตเมทานอลจากเช้ือชนิดเดียวกนั ท าใหเ้อนไซมเ์มทานอลดีไฮโดร
จีเนส (MDH) ไม่สามารถคืนสภาพได ้เมทานอลที่ถูกผลิตขึ้นจึงไม่เกิดการยอ่ยสลายต่อไปเป็น
สารอ่ืน แต่จะสะสมอยูภ่ายนอกเซลลน์ัน่เอง ขณะเดียวกนัเมทานอลที่สะสมตวัอยูภ่ายนอกเซลล์
เม่ือมีความเขม้ขน้ถึงระดบัหน่ึง (4 x 105- 5 x 105 mol/L) ก็จะไปยบัย ั้งการผลิตเมทานอลของ
เซลลเ์มทาโนโทรฟในภายหลงั ท าใหอ้ตัราการผลิตเมทานอลเม่ือเวลาผา่นไปมีค่าลดลงในที่สุด 
 

นอกจากน้ี Furuto et al. (1999) ไดร้ายงานการใชไ้ซโคลโพรพานอล 
(cyclopropanol) เป็นสารยบัย ั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส พบวา่ไซโคลโพรพานอลจะเขา้ไปจบักบั
พคีิวคิวซ่ึงเป็นโคเอนไซมข์องเมทานอลดีไฮโดรจีเนสท าใหเ้มทานอลดีไฮโดรจีเนสไม่สามารถ
ท างานได ้และในการผลิตเมทานอลในระบบก่ึงต่อเน่ือง (semicontinuous) ดว้ยเช้ือ 
Methylosinus trichosporium OB3b ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 12.9 มิลลิโม
ลาร์ พเีอช 7 ซ่ึงมีโซเดียมฟอร์เมทไซโคลโพรพานอล 14.3 มิลลิโมลาร์ โดยท าการผลิตเมทานอล 
5 คร้ังในระยะเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่อตัราการผลิตเท่ากบั 3.17 ไมโครโมลาร์ต่อชัว่โมงต่อน ้ าหนกั
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แหง้ของเซลล ์อยา่งไรก็ตามไซโคลโพรพานอลเป็นสารที่ยากต่อการสงัเคราะห์และการรักษา
ความเสถียรในสภาวะที่มีอากาศและเน่ืองจากกรดอะมิโนลิลซิล (lysyl residues) ซ่ึงอยูบ่นผวิ
ของเมทานอลดีไฮโดรจีเนสกบัหมู่คาร์บอกซีเลท (carboxylate) บนผวิของ cytochrome CL  
เช่ือมต่อกนัดว้ยแรงไอออนิก (ionic interactions) Cox et al. (1992) พบวา่สารที่มีแรงไอออนิก
สูง (high ionic strength) ไดแ้ก่ สารละลายเกลือซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเคล่ือนยา้ยอิเล็กตรอน
ระหวา่งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสและ cytochrome CL  ท  าใหเ้มทานอลดีไฮโดรจีเนสไม่สามารถ
ท างานได ้Lee et al. (2004) ไดร้ายงานการใชโ้ซเดียมคลอไรดใ์นการยบัย ั้งเมทานอลดีไฮโดร
จีเนส พบวา่โซเดียมคลอไรดส์ามารถยบัย ั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและ
เหมาะที่จะน ามาใชม้ากกวา่ไซโคลโพรพานอล (cyclopropanol) เน่ืองจากรักษาไดง่้าย มีความ
เสถียรและราคาถูกกวา่มาก สภาวะที่เหมาะสมส าหรับใชใ้นการผลิตเมทานอลโดยเช้ือ 
Methylosinus trichosporium OB3b คือความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์200 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ 0.6 มิลลิกรัมของเซลลแ์หง้ต่อมิลลิลิตรใน 12.9 มิลลิโมลาร์ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ พเีอช 7 โดยมีโซเดียมฟอร์เมทความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 °ซ อตัราส่วน
มีเทนต่ออากาศเร่ิมตน้เท่ากบั 1:4 นอกจากน้ีมีการรายงานถึงการใชเ้กลือชนิดอ่ืนๆ ในการยบัย ั้ง
เมทานอลดีไฮโดรจีเนสในการผลิตเมทานอล ไดแ้ก่ แมกนีเซียมคลอไรด ์แคลเซียมคลอไรดแ์ละ
โพแทสเซียมคลอไรด ์(สยามมล, 2551) 
 

4.7.7 สารส่งเสริมการเจริญชนิดอ่ืนๆ 
 

Xing et al. (2006) ไดร้ายงานการใชส้ารอินทรียอ่ื์นๆ ไดแ้ก่ ไรโบฟลาวนิ 
กรดฟอลิก เตตราไฮโดรฟูราน ไกลซีน ไทโรซีน ซิสเทอีน มาเลท ซคัซิเนท มาลีเอท ซิเตรทและ
ไพรูเวท ผสมในอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสเพือ่เล้ียงเซลล ์Methylosinus trichosporium OB3b 
พบวา่สารอินทรียเ์หล่าน้ีจะช่วยเพิม่เมแทบอลิซึมในวฏัจกัรเครป ท าใหเ้ซลลมี์จ านวนสูงขึ้นใน
สภาวะที่มีมีเทนและในสภาวะที่ไม่มีมีเทนนั้นเมทาโนโทรฟจะไม่สามารถใชส้ารอินทรียเ์หล่าน้ี
เป็นแหล่งคาร์บอนได ้โดยซิเตรทเป็นสารที่มีผลต่อการเพิม่จ  านวนเซลลม์ากที่สุด โดยความ
เขม้ขน้ที่มีความเหมาะสมคือ 0.015 มิลลิโมลาร์ต่อลิตร การใส่สารส่งเสริมการเจริญเหล่าน้ีใน
อาหารมีผลท าใหป้ริมาณเมทานอลที่ปลดปล่อยออกมาภายนอกเซลลสู์งขึ้น 
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5. ถังปฏิกิริยาชีวภาพ (Bioreactor) 
 

ถงัปฏิกิริยาทางชีวภาพ อาจหมายถึง วธีิการต่างๆ หรือระบบที่สามารถรองรับการ
ด าเนินไปทางชีวภาพที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ โดยถงัปฏิกิริยาอาจมีลกัษณะเป็นถงัที่สามารถท า
ใหเ้กิดกระบวนการทางเคมีซ่ึงรวมทั้งส่ิงมีชีวติหรือสารที่ท  าใหเ้กิดปฏิกิริยาชีวเคมีซ่ึงได้มาจาก
ส่ิงมีชีวติ กระบวนการเหล่าน้ีอาจเป็นแบบมีอากาศหรือแบบไร้อากาศอยา่งใดอยา่งหน่ึงก็ได ้
โดยทัว่ไปแลว้ถงัปฏิกิริยาทางชีวภาพมกัจะมีลกัษณะเป็นทรงกระบอก เสน้ผา่นศูนยก์ลางมี
ขนาดเป็นลิตรจนถึงขนาดเป็นหลายลูกบาศกเ์มตร และส่วนใหญ่มกัท าจากสแตนเลสสตีล หรือ
อาจหมายถึงวธีิการหรือระบบที่เซลลห์รือเน้ือเยือ่ภายในสภาพแวดลอ้มของเซลลน์ั้นเจริญเติบโต 
โดยวธีิการน้ีก าลงัไดรั้บการพฒันาไปใชใ้นวศิวกรรมสาขาดา้นเน้ือเยือ่ แต่ถา้มองบนพื้นฐาน
ของการเดินระบบ ถงัปฏิกิริยาทางชีวภาพสามารถแยกออกเป็นแบบทีละเท (batch) และ
แบบต่อเน่ือง (fed batch หรือ continuous เช่น แบบ continuous stirred tank reactor: CSTR) 
(Wikipedia, 2007) 
 

โดยปกติถงัปฏิกิริยาที่ใชใ้นระบบบ าบดัน ้ าเสียอาจแบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท คือถงัปฏิกิริยา
แบบทีละเท (batch) ซ่ึงจะไม่มีการไหลของน ้ าเขา้และออกจากถงัปฏิกิริยาอยา่งต่อเน่ือง 
โดยทัว่ไปจะมีการกวนผสม และถงัปฏิกิริยาแบบต่อเน่ือง (continuous flow) จะมีการไหลของ
น ้ าเขา้และออกจากถงัปฏิกิริยาอยา่งต่อเน่ือง ท าใหมี้โอกาสที่จะด าเนินระบบจนสามารถเขา้สู่
สภาวะคงตวั (steady state) ได ้ถงัปฏิกิริยาประเภทหลงัน้ี ในการเดินระบบเม่ือท าการเติม
เช้ือจุลินทรียท์ี่ใชใ้นการยอ่ยสลายสารอินทรียล์งไปแลว้ จะท าการเติมน ้ าเสีย เติมธาตุอาหาร
เสริมและเติมอากาศลงไปในถงัปฏิกิริยาอยา่งต่อเน่ืองตลอดเวลา ท าใหร้ะบบสามารถท างานได้
ตลอดเวลาไม่ขาดตอน และไม่ตอ้งท าการ start up ระบบบ่อยๆ จึงร่นระยะเวลาในช่วง lag phase 
ของจุลินทรียล์งไปได ้(สุเทพ, 2549) 
 

เพราะฉะนั้น โดยทัว่ไปค่าแรงงานคนที่ใชใ้นการเดินระบบแบบต่อเน่ืองที่มีขนาดใหญ่
จะมีค่าต  ่ากวา่แบบทีละเท โรงงานขนาดใหญ่จึงนิยมเลือกแบบต่อเน่ือง อยา่งไรก็ตามความ
ยุง่ยากในการควบคุมระบบที่ตอ้งการของกระบวนการแบบต่อเน่ืองจึงท าใหต้น้ทุนของโรงงาน
สูงกวา่การด าเนินงานแบบทีละเทดว้ยขนาดที่เท่ากนั ดงันั้นตวัเลือกสุดทา้ยที่ใชใ้นการเลือกรูปบ
แบบของการด าเนินงานก็คือ ตน้ทุนต่อค่าแรงงาน มีโรงงานหลายประเภทที่ใชก้ารท างาน
ร่วมกนัทั้งแบบทีละเท และแบบต่อเน่ือง เช่น ถงัปฏิกิริยาแบบก่ึงทีละเท เป็นรูปแบบหน่ึงของถงั
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ปฏิกิริยาแบบทีละเท จะถูกน ามาใชใ้นเฉพาะส าหรับกระบวนการที่วตัถุดิบตอนเร่ิมตน้ท า
ปฏิกิริยากนัมากๆ สารตั้งตน้เพยีงชนิดเดียวรวมกบัตวัท าละลายถา้ตอ้งการ ซ่ึงจะเกิดขึ้นใน
ตอนเร่ิมตน้ในถงัปฏิกิริยา ณ จุดเร่ิมตน้ที่เกิดปฏิกิริยา สารตั้งตน้ตวัอ่ืนๆจะค่อยๆถูกเติม ขณะที่
การกวนและการควบคุมอุณหภูมิจะเกิดขึ้นอยา่งต่อเน่ือง โดยการควบคุมอตัราการเติมสารตั้งตน้
ตวัหน่ึงในที่น้ี โดยอุณหภูมิของการเกิดปฏิกิริยาของสารที่ผสมจะเท่ากนัตลอดที่เกิดปฏิกิริยา 
(Hocking, 1998) 
 

ในการออกแบบถงัปฏิกิริยาแบบชีวภาพเป็นงานดา้นวศิวกรรมที่ยุง่ยากและ
สลบัซบัซอ้น ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม จุลินทรียห์รือเซลลจ์ะตอ้งสามารถด ารงชีวติและท า
หนา้ที่ใหไ้ดเ้ตม็     100 % สภาวะแวดลอ้มของถงัปฏิกิริยาแบบชีวภาพอยา่งเช่นก๊าซ (อากาศ 
ออกซิเจน ไนโตรเจนและคาร์บอนไดออกไซด)์ อตัราการไหล อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง 
ระดบัออกซิเจนที่ละลายน ้ าและอตัราในการหมุนเวยีนจึงเป็นส่ิงจ าเป็นที่จะตอ้งไดรั้บการ
ตรวจสอบและควบคุมอยา่งใกลชิ้ด ผูผ้ลิตถงัปฏิกิริยาแบบชีวภาพในงานดา้นอุตสาหกรรมส่วน
ใหญ่จึงใชท้่อ เซนเซอร์และระบบควบคุมเช่ือมต่อเขา้ดว้ยกนั การอุดตนั (fouling) ซ่ึงเกิดจาก
เกาะของคราบหรือเมือกจุลินทรีย ์สามารถส่งผลเสียต่อการหยดุชะงกัและประสิทธิภาพของถงั
ปฏิกิริยาแบบชีวภาพได ้โดยเฉพาะเม่ือกล่าวถึงอุปกรณ์แลกเปล่ียนความร้อน เพือ่หลีกเล่ียง
สภาวะเช่นน้ี ถงัปฏิกิริยาแบบชีวภาพควรถูกออกแบบใหง่้ายต่อการท าความสะอาดและราบเรียบ
เท่าที่จะเป็นไปได ้(ดงันั้นจึงนิยมออกแบบเป็นรูปทรงกลม) อุปกรณ์แลกเปล่ียนความร้อนเป็น
ส่ิงจ าเป็นเพือ่รักษากระบวนการทางชีวภาพในขณะที่อุณหภูมิคงที่ ซ่ึงกระบวนการหมกัทาง
ชีวภาพเป็นแหล่งส าคญัที่ท  าใหเ้กิดความร้อน ดงันั้นในถงัปฏิกิริยาแบบชีวภาพโดยส่วนใหญ่จึง
มีอุปกรณ์ท าความเยน็อยูด่ว้ย ซ่ึงท าใหเ้ปลือกที่หุม้อยูด่า้นนอกเยน็หรือท่อที่มีขนาดใหญ่มากๆ
เยน็ดว้ยคอยลท์ี่อยูภ่ายใน (Hocking, 1998) 
 

ในกระบวนการทางชีวภาพแบบมีอากาศ การถ่ายเทออกซิเจนที่เหมาะสมส่วนใหญ่จะ
เป็นไปไดย้ากที่จะส าเร็จลุล่วง เพราะออกซิเจนมีความสามารถในการละลายน ้ าไดน้อ้ยมาก 
แมแ้ต่ในถงัปฏิกิริยาแบบชีวภาพทีมี่อาหารและแมแ้ต่ในอากาศ ออกซิเจนก็ยงัละลายไดแ้ค่ 
20.8% อตัราการละลายของออกซิเจนจะเพิม่มากขึ้นถา้เราเพิม่ความป่ันป่วนในการสมัผสัซ่ึง
จ าเป็นที่จะตอ้งท าการกวนผสมธาตุอาหารต่างๆและเก็บใหอ้ยูใ่นรูปการหมกัที่เป็นเน้ือเดียวกนั
สม ่าเสมอ อยา่งไรก็ตามยงัมีขอ้จ ากดัของความเร็วในการป่ันป่วนเน่ืองจากตอ้งใชพ้ลงังานสูง
และอาจเกิดความอนัตรายต่อส่ิงมีชีวติได ้ถงัปฏิกิริยาแบบชีวภาพในดา้นอุตสาหกรรมจะถูกใช้
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ในการเล้ียงแบคทีเรียหรือส่ิงมีชีวติง่ายๆชนิดอ่ืนซ่ึงสามารถทนต่อแรงความป่ันป่วนได ้และ
ง่ายต่อการด ารงชีพ ตอ้งการเพยีงสารละลายที่มีธาตุอาหารง่ายๆและสามารถเจริญเติบโตได้
อยา่งรวดเร็ว (Wikipedia, 2007) 
 
6. การเลีย้งจุลินทรีย์ในระบบบ าบัดน ้าเสีย 
 

การเจริญเติบโตของส่ิงมีชีวติในถงัปฏิกิริยาทางชีวภาพอาจเป็นแบบแขวนลอยหรือถูก
ตรึงไวก้็ได ้โดยเซลลท์ี่ถูกตรึงไวแ้บบง่ายที่สุดคือการตรึงเซลล์บนจานเพาะเช้ือดว้ยอาหารแขง็ 
ส่วนการตรึงเซลลบ์นสเกลที่ใหญ่ขึ้นไดแ้ก่ แบบตวักลางเคล่ือนที่ (moving media) แบบบรรจุ
เป็นชั้นตวักลาง (packed bed) แบบชั้นตวักลางที่เป็นเสน้ใย (fibrous bed) และแบบเยือ่กรองเมม
เบรน (membrane) (Wikipedia, 2007) 
 

อาจแบ่งการเล้ียงเช้ือจุลินทรียท์ี่บรรจุอยูใ่นถงัปฏิกิริยาได ้2 แบบคือ การเล้ียงจุลินทรีย์
ใหเ้จริญเติบโตแบบแขวนลอย (suspended growth) โดยจุลินทรียท์ี่อยูใ่นระบบสามารถเคล่ือนที่
ไดอ้ยา่งอิสระ ไม่ถูกจ ากดั และไม่ไดเ้กาะติดอยูก่บัตวักลางภายในถงัปฏิกิริยาและการเล้ียง
จุลินทรียใ์หเ้จริญเติบโตแบบเกาะติด (attached growth) โดยจุลินทรียส์ามารถด ารงชีวติอยูใ่น
ระบบได ้โดยจบัยดึอยูก่บัตวักลางที่เติมเขา้ไปในถงัปฏิกิริยา ตวักลางที่ใชมี้หลายชนิด เช่น เม็ด
พลาสติก ฟองน ้ า หิน เป็นตน้ ส่วนใหญ่จะเป็นตวักลางขนาดเล็กๆ หลายอนับรรจุอยูภ่ายใน ซ่ึง
ช่วยเพิ่มพื้นที่ผวิสมัผสัใหจุ้ลินทรียม์าเกาะไดม้ากกวา่ที่จะเป็นตวักลางขนาดใหญ่เพยีงอนัเดียว  
ระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบชีวภาพทีมี่การเล้ียงจุลินทรียแ์บบเกาะติด เช่น ระบบโปรยกรอง 
(tricking filter: TF) หรือระบบจานหมุนชีวภาพ (rotating biological contactors: RBC) Xin et al. 
(2004) ไดท้  าการศึกษาการผลิตเมทานอลจากการก๊าซมีเทนและคาร์บอนไดออกไซด ์โดยอาศยั
การสงัเคราะห์เมทานอลโดยใชเ้ช้ือเมทาโนโทรฟ พบวา่ ความเขม้ขน้ของเช้ือในถงัปฏิกิริยาที่
ท  าการศึกษามีอิทธิพลต่อกระบวนการผลิตเมทานอล ดงันั้นการเล้ียงเช้ือแบบเกาะติดจึงเป็นการ
ควบคุมความเขม้ขน้ของเช้ืออีกทางหน่ึง ที่จะท าใหเ้ซลลเ์ร่ิมตน้ในถงัปฏิกิริยามีค่าใกลเ้คียงกนั 
ท าใหส้ามารถเปรียบเทียบปริมาณเมทานอลที่ถูกผลิตขึ้นมาได ้แต่ทั้งน้ีการเพิม่ปริมาณเช้ือใน
ระบบใหม้ากไม่ไดห้มายความวา่อตัราการผลิตเมทานอลจะสูงขึ้นเสมอไป เพราะปัจจยัอ่ืนที่เป็น
ขอ้จ ากดัก็มีคือ ความสามารถในการละลายน ้ าที่ต  ่าของก๊าซมีเทน 
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7. ตัวกลาง (Media) 
 

ในการเล้ียงจุลินทรียใ์หเ้จริญเติบโตแบบเกาะติดภายในถงัปฏิกิริยาหรือระบบบ าบดัน ้ า
เสีย จ  าเป็นตอ้งค านึงถึงคุณสมบติัของตวักลางดว้ย เพราะระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบชีวภาพแต่ละ
ประเภทที่มีการเล้ียงจุลินทรียแ์บบเกาะติด ก็ใชต้วักลางที่ไม่เหมือนกนั ไม่วา่จะเป็นระบบโปรย
กรองหรือระบบจานหมุนชีวภาพ เพราะฉะนั้นคุณสมบติัที่ดีของตวักลางที่ช่วยส่งเสริม
ประสิทธิภาพใหจุ้ลินทรียส์ามารถท างานไดอ้ยา่งเตม็ที่คือ ตวักลางควรมีพื้นที่ผวิสมัผสัมาก
เพือ่ใหจุ้ลินทรียส์ามารถเกาะไดม้ากที่สุด ตวักลางไม่ควรมีความล่ืนเพราะจุลินทรียจ์ะเกาะได้
ยาก ทนทานต่อการยอ่ยสลายตามธรรมชาติ ไม่มีองคป์ระกอบที่เป็นพษิต่อจุลินทรียใ์นระบบที่
ท  าการศึกษา ตวักลางที่นิยมใช ้เช่น เม็ดพลาสติกรูปทรงกลมขนาดเล็กเท่าลูกปัด ฟองน ้ า เสน้ใย 
เป็นตน้ จากการศึกษาของ Chae et al. (2008) มีการใชต้วักลางชนิดฟองน ้ าส าหรับวเิคราะห์การ
ด ารงชีวติของไนตริไฟอ้ิงแบคทีเรีย (nitrifying bacteria) ที่เกาะอยูบ่นตวักลาง (ภาพที่ 6) 
 

 
 

ภาพที่ 6  ตวักลางชนิดฟองน ้ า 
 

           ที่มา: Chae et al. (2008) 
 

โดยเลือกใชต้วักลางที่เป็นฟองน ้ ารูปส่ีเหล่ียมลูกบาศกมี์ขนาด 15x15x15 มิลลิเมตร เติม
ลงไปในถงัเติมอากาศ 30% โดยปริมาตรเพือ่เป็นการเพิม่อตัราการออกซิไดส์สารอินทรียใ์หม้าก
ขึ้น โดยที่ฟองน ้ า 1 ช้ินจะมีพื้นที่ที่เป็นรูพรุนมากกวา่ 95 % ท าใหมี้พื้นที่ผวิมากพอที่จุลินทรียจ์ะ
สามารถเกาะติดอยูไ่ด ้และมีรูพรุนอยูใ่นช่วง 25-40 รูต่อน้ิว โดยมีค่าความถ่วงจ าเพาะ (specific 
gravity) ใกลเ้คียง 1 นอกจากน้ีจากงานวจิยัดงักล่าวยงัพบอีกวา่เม่ือท าการเปรียบเทียบการเล้ียง
เช้ือแบบแขวนลอยกบัการเล้ียงเช้ือแบบเกาะติด เป็นระยะเวลากวา่ 100 วนัพบวา่ เช้ือที่เล้ียงแบบ
แขวนลอยจะมีปริมาณที่ไม่คงที่และเปล่ียนแปลงตลอดเวลา และมีการลดลงของเช้ือเม่ือ
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ระยะเวลาผา่นไป ส่วนเช้ือที่เล้ียงแบบเกาะติดจะมีค่าค่อนขา้งคงที่ตลอดระยะเวลาที่
ท  าการศึกษาระบบ เช้ือที่เล้ียงก็มีความเสถียรและแอ็กทีฟมาก ส่วนความหนาของแผน่ฟิลม์ที่
เกิดขึ้นเน่ืองจากการเกาะของเช้ือถูกท าใหห้ลุดไดโ้ดยการหมุนเวยีนน ้ าภายในระบบนัน่เอง ดงัที่
แสดงใหเ้ห็นในภาพที่ 7  

 

 
 

ภาพที่ 7  เปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงของเช้ือแบบแขวนลอยและเกาะติด 
 

    ที่มา: Chae et al. (2008) 
 

8. เทคนิคการท าฟลูออเรสเซ้นต์อินซิทูไฮบริไดเซช่ัน (fluorescense in situ hybridization: FISH) 
 

เทคนิคการท าฟลูออเรสเซน้ตอิ์นซิตูไฮบริไดเซชนัหรือฟิชเป็นวธีิการตรวจหาชนิดของ
จุลินทรียท์ี่ไดรั้บความนิยมและแม่นย  าจ  าเพาะต่อจุลินทรียน์ั้นๆ โดยการใชโ้พรป (probe) ซ่ึง
โพรปที่ใชน้ี้คือ ล าดบัเบสในสายนิวคลีโอไทดข์องเช้ือจุลินทรียท์ี่มีความจ าเพาะต่อเช้ือจุลินทรีย์
ที่ท  าการศึกษาดงักล่าว โดยโพรปน้ีจะท าการติดฉลากดว้ยสารเรืองแสงที่สามารถคายพลงังาน
ออกมาในรูปของแสงเม่ือดูดซึมหรือกระทบเขา้กบัพลงังานสูง เช่นแสงอุลตราไวโอเลต เพือ่ใช้
ในการทดสอบดงักล่าวในเชิงปริมาณ 
 
 การใชโ้พรปติดฉลากเขา้จบักบักรดนิวคลีอิกภายในเซลล ์เกิดขึ้นคร้ังแรกเม่ือปี 1969 
โดย Gall และ John ไดใ้ชโ้พรปติดฉลากดว้ยสารรังสี (Gall and Pardue, 1969; John et al., 1969) 
ต่อมาปี 1980 Bauman ไดพ้ฒันาการติดฉลากดว้ยสารเรืองแสงแทนการใชรั้งสี เน่ืองจากสาร



 

31 

เรืองแสงจะช่วยใหท้  างานสะดวก รวดเร็วและมีความปลอดภยัมากยิง่ขึ้น สญัญาณมีความ
คมชดัมากขึ้นและมีความคงตวัมากกวา่ (Bauman et al,. 1980) ในปลายปี ค.ศ. 1980 ไดมี้การ
ใชโ้พรปหลายประเภทติดฉลากเรืองแสงแต่ที่นิยมในงานฟิช เป็นโพรปที่ติดฉลากดว้ยไบโอติน 
(biotin) หรือ ไดออกซิจินิน (dioxigenin) แลว้ใชอ้ะวดิิน (avidin) หรือแอนติไดออกซิจินิน (anti- 
dioxigenin) มาเช่ือมต่อกบัสารเรืองแสงหรือโรมาดีน (rhodamine) เขา้จบัอีกชั้นหน่ึงเม่ือโพรปที่
ติดสารเรืองแสงเขา้สร้างพนัธะกบักรดนิวคลีอิกเป้าหมายแลว้สามารถตรวจหาสญัญาณฟลูออ
เรสเซน้ตไ์ดภ้ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงฟลูออเรสเซน้ต์ 
 

ส าหรับการท าอินซิตูไฮบริไดเซชนันั้นสามารถท าไดโ้ดยที่กรดนิวคลีนิกจะไม่ถูกแยก
สกดัออกมาจากตวัอยา่งที่วเิคราะห์ โดยจะถูกรักษาใหอ้ยูใ่นสภาพเดิมมากที่สุดและน ามาปะติด
บนสไลด ์ในขั้นตอนของการท าอินซิตูไฮบริไดเซชนัจะท าบนแผน่สไลดซ่ึ์งปฏิกิริยาไฮบริไดเซ
ชนัจะเกิดขึ้นภายในเซลลห์รือเน้ือเยือ่จึงท าใหท้ราบวา่ในตวัอยา่งดงักล่าวมีกรดนิวคลีอิก
เป้าหมายหรือไม่ พร้อมทั้งสามารถระบุต  าแหน่งที่อยูข่องกรดนิวคลีอิกไดอี้กดว้ย หลงัจากนั้นจึง
น าตวัอยา่งที่ตอ้งการตรวจมาท าการลา้ง (washing) แลว้สามารถตรวจหาสญัญาณฟลูออเรส
เซน้ตไ์ดภ้ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงฟลูออเรสเซน้ตไ์ดท้นัที  สามารถแสดงขั้นตอน
การศึกษาไดด้งัน้ี (ภาพที่ 8) แต่ในปัจจุบนัการตรวจหาสญัญาณฟลูออเรสเซน้ตจ์ากโพรปที่
ไดรั้บการติดฉลากดว้ยสารเรืองแสงโดยตรง ไม่เป็นปัญหาอีกต่อไปเน่ืองจากมีอุปกรณ์ตรวจจบั
สญัญาณแสงที่มีความไวสูง เช่น cooled CCD cameras ที่ต่อเขา้กบัคอมพวิเตอร์ประสิทธิภาพสูง
เพือ่ช่วยในการขยายสญัญาณและประมวลผล การใชโ้พรปติดฉลากเรืองแสงโดยตรงมีขอ้ที่ควร
ระวงัคือ แสงอาจจะอ่อนหรือจางลงในช่วงการท าไฮบริไดเซชนั จึงควรหลีกเล่ียงไม่ใหก้ระทบ
กบัแสงสวา่งมากเกินไป 

 
ส าหรับโพรปที่ใชใ้นการตรวจหาเช้ือเมทาโนโทรฟเป็นโพรปที่มีความจ าเพาะต่อเมทา

โนโทรฟ Type I ไดแ้ก่ Methylomonas spp., Methylobater spp., Methylococcus spp., 
Methylomicrobium spp.  และ Type II ไดแ้ก่ Methylosinus spp. และ Methylocystis spp. 
นอกจากน้ียงัมีเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II อีกบางส่วนที่ไม่สามารถตรวจพบไดด้ว้ยโพรปดงัก
ล่าว รายละเอียดของโพรปดงัแสดงในตารางที่ 5 
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ภาพที่ 8  ขั้นตอนการท าฟิช 
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ตารางที่ 5  โพรปที่ใชใ้นการศึกษาเมทาโนโทรฟชนิด Type I และ Type II 
 

Probe Target group 
Target 

Site 

Formamide 
in FISH 

(%) 
Probe and Target Sequence 

Mγ84 
 
 

Mγ705 
 
 

Mα450 

Type I 
Methanotroph 
 
Type I 
Methanotroph 
 
Type II 
Methanotroph 

84-103 
 
 

705-724 
 
 

450-470 

20 
 
 

20 
 
 

20 

Probe: 3’AGCCCGCGACTGCTCACC5’ 
Target: 5’UCGGGCGCUGACGAGUGG3’ 
 
Probe: 3’CTAGACTTCCTTGTGGTC5’ 
Target: 5’GAUCUGAAGGAACACCAG3’ 
 
Probe: 3’CTATTACTGCCATGGACCTA5’ 
Target: 5’GAUAAUGACGGUACCUGGAU3’ 

 
ที่มา: Eller et al. (2001) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 
อุปกรณ์ 

 
1. แก๊สโครมาโตกราฟ (Gas Chromatograph) รุ่น GC 6890 Agilent Technologies 

Model: G1530A  
    

สภาวะที่ใชใ้นการวเิคราะห์ชนิดของก๊าซ 
 
ติดตั้งดีเทคเตอร์ (detector) แบบทีซีดี (thermal conductivity detector: TCD) ใช้

คอลมัน์ (column) แบบ CTR I ลกัษณะภายในคอลมัน์เป็นสแตนเลสสตีล ขนาด 1.8 เมตร x 6.35 
มิลลิเมตร บรรจุดว้ย activated molecular sieve และ เป็นลกัษณะภายนอกคอลมันเ์ป็นสแตน
เลสสตีล ขนาด 1.8 เมตร x 12.7 มิลลิเมตร บรรจุดว้ย porous polymer mixture ตั้งค่าอุณหภูมิอิน
เจคเตอร์ (injector) คอลมัน์และดีเทคเตอร์เท่ากบั 120  35 และ 180 องศาเซลเซียสตามล าดบั ตวั
พา (carrier gas) เป็นก๊าซฮีเลียม (He) บริสุทธ์ิ 99.99% ซ่ึงมีอตัราการไหล 50 มิลลิลิตรต่อนาที 
ช่วงเวลาในการวเิคราะห์ 5.2 นาที 
 

2. แก๊สโครมาโตกราฟ (Gas Chromatograph) รุ่น GC-14B Shimadzu 
 

สภาวะที่ใชใ้นการวเิคราะห์เมทานอล 
 

ติดตั้งดีเทคเตอร์ (detector) แบบเอฟไอดี (flame ionization detector: FID) ใช้
คอลมัน ์(column) เป็นสแตนเลสสตีล ยาว 3 เมตร ภายในบรรจุดว้ยคาร์บอน (Carbopack B/1% 
SPTM-1000) โดยตั้งค่าอุณหภูมิของอินเจคเตอร์ (injector) คอลมัน์และดีเทคเตอร์ เท่ากบั 120, 
150 และ 180 องศาเซลเซียสตามล าดบั ตวัพา (carrier gas) เป็นก๊าซไนโตรเจน (N2) ซ่ึงมีอตัรา
การไหล 28 มิลลิลิตรต่อนาที ช่วงเวลาในการวเิคราะห์ 3 นาที 
 

3.  เขม็ฉีดตวัอยา่งก๊าซ (gas tight syringe) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
 
4. เขม็ฉีดตวัอยา่งสารละลาย ขนาด 10 ไมโครลิตร 



 

35 

5. ก๊าซผสมระหวา่งมีเทนและคาร์บอนไดออกไซดอ์ตัราส่วนร้อยละ 60:40 ใชเ้ป็น
ก๊าซชีวภาพสงัเคราะห์ (synthetic biogas) ของบริษทัไทยอินดสัเตรียลแก๊ส จ  ากดั (Thai 
Industrial Gas: TIG) 
 

6. ก๊าซมีเทนบริสุทธ์ิร้อยละ 99.9 (บริษทัไทยอินดสัเตรียลแก๊ส จ  ากดั) 
 

7. ถงัปฏิกิริยาชีวภาพชนิดต่อเน่ืองท าดว้ยอะคริลิค เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 5 เซนติเมตร สูง 
100 เซนติเมตร  
 

8. ขวดเซร่ัม (serum) ขนาด 118 มิลลิลิตร 
 

9. ตวักลางชนิดเม็ดพลาสติกเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร น าไปลา้งใหส้ะอาดและ
อบใหแ้หง้ก่อนน าไปใช ้
 

10. ตวักลางฟองน ้ าขนาด 1x1x1 เซนติเมตร ก่อนบรรจุลงในถงัปฏิกิริยาตอ้งน าไปอบใน
หมอ้น่ึงไอน ้ าความดนัสูง (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 °เซลเซียส 15 นาทีเพือ่ฆ่าเช้ือโรคเสียก่อน 
 

11. เคร่ืองเขยา่ (shaker) ตั้งค่าอตัราเร็วในการเขยา่ 120-150 รอบต่อนาท ี
 

12. กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (scanning electron microscope: SEM) 
ยีห่อ้ JEOL รุ่น JSM-5600 LV หวั Oxford ก าลงัขยาย 50-10,000 เท่า 
 

13. ดีโอมิเตอร์ ยีห่อ้ Euteoh instruments รุ่น CyberScan 100 
 

14. พเีอชมิเตอร์ ยีห่อ้ Metrohm Siam รุ่น 827 pH lab 
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วิธีการ 
 
1. การแยกเช้ือเมทาโนโทรฟจากดิน 
 

เก็บตวัอยา่งดินจากแบบจ าลองหนา้ดินหลุมฝังกลบมูลฝอยมา 10 กรัม ใส่ลงในขวด
เซร่ัมขนาด 118 มิลลิลิตรที่มีอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอส (nitrate mineral salt: NMS) บรรจุอยู่
ภายในปิดปากขวดใหแ้น่นดว้ยจุกยางและรัดดว้ยอลูมิเนียมก่อนฉีดก๊าซมีเทนความเขม้ขน้ร้อย
ละ 99.9 ลงไปเพือ่ใหค้วามเขม้ขน้ของบรรยากาศในขวดไดร้้อยละ 30 จากนั้นน าไปเขยา่ดว้ย
ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 สปัดาห์ที่อุณหภูมิหอ้ง (พชิญาและคณะ, 2551) ตั้งทิ้ง
ไวใ้หดิ้นตกตะกอนแลว้ถ่ายส่วนที่เป็นของเหลวเพือ่ขยายพนัธุต่์อในอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอ
สอีกคร้ัง  ส่วนที่ใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ก่อนน าไปเดินระบบจะถูกทดสอบดว้ยเทคนิคฟิชเพือ่ท  า
การคดัแยกเช้ือเมทาโนโทรฟทั้ง 2 ชนิด 
 
2. การศึกษาลักษณะของตัวกลาง 
 

ศึกษาและสงัเกตลกัษณะรูปทรงภายนอกและสุ่มตวัอยา่งตวักลางแต่ละชนิดเพือ่หา
น ้ าหนกั ขนาด (เสน้ผา่นศูนยก์ลางส าหรับตวักลางชนิดเม็ดพลาสติกทรงกลม ความกวา้ง x ความ
ยาว x ความสูงส าหรับตวักลางชนิดฟองน ้ า) พื้นที่หนา้ตดั เพือ่ทราบปริมาตรของตวักลางที่ตอ้ง
เติมลงไปในถงัปฏิกิริยา (ภาพที ่9) ส าหรับตวักลางชนิดฟองน ้ าน าไปส่องดูลกัษณะรูพรุนดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope: SEM) ที่ก  าลงัขยาย
ต่างๆ 
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ภาพที่ 9  ตวักลางสองชนิดที่ใชใ้นการศึกษา 
 
3. การทดสอบการผลิตเมทานอลโดยถังปฏิกิริยาชีวภาพกึ่งต่อเน่ือง 
 

3.1 การติดตั้งระบบถงัปฏิกิริยา 
 

ถงัปฏิกิริยาปริมาตร 2 ลิตร มีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 5 เซนติเมตร ความสูง 100 
เซนติเมตร (ดงัภาพที่ 10) ภายในบรรจุอาหารเหลวเอ็นเอ็มเอส 800 มิลลิลิตรที่มีเช้ือ                  
เมทาโนโทรฟร้อยละ 10 โดยปริมาตร ใส่ตวักลางลอยและดา้นล่างของถงัปล่อยก๊าซชีวภาพและ
อากาศโดยมีอตัราการระบายก๊าซชีวภาพสงัเคราะห์ (60% มีเทนและ 40% คาร์บอนไดออกไซด)์ 
และอากาศ เท่ากบั 2 และ 8 มิลลิลิตรต่อนาทีตามล าดบั เล้ียงเช้ือในถงัปฏิกิริยาเป็นเวลา 1 
สปัดาห์เพือ่ใหเ้ช้ือเกาะกบัตวักลาง จากนั้นจึงเติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 20 
มิลลิโมลาร์ผสมเกลือแมกนีเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ เพือ่กระตุน้การผลิต         
เมทานอล (Xin et al., 2004) ซ่ึงมีค่าพเีอชอยูใ่นช่วง 6.8.-7.0 เขา้สู่ระบบและท าการหมุนเวยีน
สารละลายในระบบ เก็บตวัอยา่งแลว้เปรียบเทียบปริมาณเมทานอลที่ผลิตได้ทุกๆ 24 ชัว่โมง 

ก) ตวักลางชนิดเม็ดพลาสติก ข) ตวักลางชนิดฟองน ้ า 
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ภาพที่ 10  ส่วนประกอบของถงัปฏิกิริยาชีวภาพชนิดก่ึงต่อเน่ือง 
 

3.2 การศึกษาชนิดตวักลาง 
 

เม่ือติดตั้งระบบถงัปฏิกิริยาเสร็จแลว้ จึงท าการศึกษาชนิดของตวักลางลอยที่
เหมาะสม โดยใส่ตวักลางลอยชนิดเม็ดพลาสติกทรงกลม (เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 5.0 มิลลิเมตร) ลง
ในถงัปฏิกิริยาที่ 1 และใส่ตวักลางลอยชนิดฟองน ้ ารูปลูกบาศก ์(10x10x10 มิลลิเมตร) ลงในถงั
ปฏิกิริยาที่ 2 เล้ียงเช้ือในถงัปฏิกิริยาเป็นเวลา 1 สปัดาห์เพือ่ใหเ้ช้ือเกาะกบัตวักลาง จากนั้นจึงเติม
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ผสมเกลือแมกนีเซียมคลอไรดค์วาม
เขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงมีค่า pH อยูใ่นช่วง 6.8.-7.0 เขา้สู่ระบบ คร้ังละ 160 มิลลิลิตรทุกวนัคิด
เป็นระยะเวลากกัเก็บสารละลายเท่ากบั 5 วนัดว้ยอตัราการไหล 20 มิลลิลิตรต่อนาที ศึกษา
เปรียบเทียบระหวา่งตวักลางลอย 2 ชนิด โดยท าการเดินระบบทั้งส้ิน 30 วนั เก็บตวัอยา่งแลว้
เปรียบเทียบปริมาณเมทานอลที่ผลิตได้ทุกๆ 24 ชัว่โมง 
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3.3  การศึกษาระยะเวลากกัเก็บ (Hydraulic Retention Time:  HRT) 
 

เม่ือไดช้นิดของตวักลางลอยที่เหมาะสมแลว้ จึงท าการศึกษาระยะเวลากกัเก็บ
สารละลาย โดยใส่ตวักลางและเล้ียงเช้ือในถงัปฏิกิริยาเป็นเวลา 1 สปัดาห์เพือ่ใหเ้ช้ือเกาะกบั
ตวักลางในถงัปฏิกิริยา 3 ถงั จากนั้นจึงเติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโม
ลาร์ผสมเกลือแมกนีเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงมีค่า pH อยูใ่นช่วง 6.8.-7.0 เขา้
สู่ระบบ โดยแปรผนัระยะเวลากกัเก็บสารละลายในแต่ละถงัใหเ้ท่ากบั 1 3 และ 5 วนัหรือมีการ
เปล่ียนถ่ายสารละลายฟอตเฟตบฟัเฟอร์เป็น 800 และ 267 160 มิลลิลิตรต่อวนัตามล าดบั 
หมุนเวยีนสารละลายในถงัปฏิกิริยาดว้ยอตัราการไหล 20 มิลลิลิตรต่อนาท ีเดินระบบทั้งส้ิน 30 
วนั เก็บตวัอยา่งแลว้เปรียบเทียบปริมาณเมทานอลที่ผลิตได้ทุกๆ 24 ชัว่โมง เพือ่หาค่าระยะเวลา
กกัเก็บที่เหมาะสม 
 

3.4 การศึกษาอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย (Liquid  Recirculation Rate: LRR) 
 

เม่ือไดช้นิดของตวักลางลอยและระยะเวลากกัเก็บที่เหมาะสมแลว้ จึงท าการศึกษา
อตัราการหมุนเวยีนสารละลายในถงัปฏิกิริยา โดยใส่ตวักลางและเล้ียงเช้ือในถงัปฏิกิริยาเป็นเวลา 
1 สปัดาห์เพือ่ใหเ้ช้ือเกาะกบัตวักลางในถงัปฏิกิริยา 3 ถงั จากนั้นจึงเติมสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ผสมเกลือแมกนีเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ 
ซ่ึงมีค่า pH อยูใ่นช่วง 6.8.-7.0 เขา้สู่ระบบ ในระยะเวลากกัเก็บหรือการเปล่ียนถ่ายสารละลายใน
ปริมาตรที่เหมาะสม จากนั้นจึงหมุนเวยีนสารละลายในแต่ละถงัใหมี้ค่าเท่ากบั 2 20 และ 200 
มิลลิลิตรต่อนาทีตามล าดบั เดินระบบทั้งส้ิน 30 วนัต่ออตัราการหมุนเวยีน เก็บตวัอยา่งแลว้
เปรียบเทียบปริมาณเมทานอลที่ผลิตได้ทุกๆ 24 ชัว่โมง เพือ่หาค่าอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย
ในถงัปฏิกิริยา ที่เหมาะสม 
 
4. การเก็บตัวอย่าง 
 

4.1 ท าการเก็บตวัอยา่งสารละลายตามความลึกของถงัทุกๆ ระยะ 10 เซนติเมตร เพือ่
วเิคราะห์ปริมาณเมทานอลดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตรกราฟ (GC 14B, Shimadzu) ทุกๆ 24 
ชัว่โมง หรืออาจเก็บรักษาไวท้ี่อุณหภูมิ -20 °ซ หากไม่ไดว้เิคราะห์ทนัที  
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4.2 วดัค่าออกซิเจนละลายน ้ าทุกๆ ระยะ 10 เซนติเมตรตามระดบัความลึกและวดัค่า
ความเป็นกรดด่างของสารละลาย ทุกๆ 24 ชัว่โมง 
  

4.3 วเิคราะห์ปริมาณเช้ือแขวนลอย ชนิดและปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟทุก 48 
ชัว่โมงดว้ยวธีิฟิช (fluorescent in situ hybridization: FISH) โดยโพรปที่ใชค้ือ Mγ84 และ 
Mγ705 (Eller et al., 2001) ส าหรับวเิคราะห์เช้ือเมทาโนโทรฟ Type I และ Mα450 (Eller et al., 
2001) ส าหรับวเิคราะห์เช้ือเมทาโนโทรฟ Type II และ DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole 
dihydrochroride) ส าหรับวเิคราะห์จุลินทรียท์ั้งหมด (Eller et al., 2001) ส าหรับสกุล (genus) ที่
อยูใ่นขอบข่ายของโพรปที่ใชด้งัน้ี เมทาโนโทรฟ Type I ไดแ้ก่ Methylococcus spp., 
Methylobacter spp., Methylomicrobium spp., Methylomonas spp., Methylosarcina spp., 
Methylospaera spp., Methylocadum spp. และเมทาโนโทรฟ Type II ไดแ้ก่ Methylocystis spp., 
Methylosinus spp. (พชิญาและคณะ 2551; Eller et al., 2001) 
 

4.4 เก็บตวัอยา่งก๊าซเพือ่วเิคราะห์ปริมาณก๊าซมีเทน ออกซิเจน คาร์บอนไดออกไซด ์ใน
ระบบตลอดการเดินระบบดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตรกราฟ (GC 6890, Agilent) ทุกๆ 48 ชัว่โมง 
 

4.5 เก็บตวัอยา่งเม็ดพลาสติกและฟองน ้ าตอนเร่ิมตน้และเสร็จส้ินการเดินระบบในถงั
ปฏิกิริยาเพือ่ศึกษาการเกาะติดของเช้ือบนตวักลางโดยท าการเตรียมตวัอยา่งก่อนส่องดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ที่ก  าลงัขยายต่างๆ 
 

สถานที่และระยะเวลาในการท างานวิจัย 
 

1. สถานที่ท  างานวจิยั: หอ้งปฏิบติัการภาควชิาวศิวกรรมส่ิงแวดลอ้ม 2 คณะ
วศิวกรรมศาสตร์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน กทม. 

 
2. ระยะเวลาด าเนินงานวจิยั: เร่ิมด าเนินการวจิยัตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2550-เดือน

เมษายน 2552 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1. ชนิดและปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟ 
 

เช้ือเมทาโนโทรฟผสมที่แยกไดจ้ากดินของหลุมฝังกลบมูลฝอยซ่ึงน ามาแยกโดยใชอ้าหาร
เล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสและตรวจสอบดว้ยเทคนิคฟิชโดยโพรปที่ใชค้ือ Mγ84 และ Mγ705 ส าหรับ
วเิคราะห์เช้ือเมทาโนโทรฟ Type I และ Mα450 ส าหรับวเิคราะห์เช้ือเมทาโนโทรฟ Type II และสี
ยอ้ม DAPI ส าหรับวเิคราะห์จุลินทรียท์ั้งหมด (Eller et al., 2001) (ภาพที่ 12) พบวา่มีเช้ือเมทาโน
โทรฟคิดเป็นอตัราส่วนร้อยละ 41.69 ± 15.82 ต่อเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด ซ่ึงประกอบดว้ยเช้ือเมทาโน
โทรฟ Type I และเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II ร้อยละ 13.53 ± 4.90 และ 28.16 ± 12.55 ตามล าดบั 
ตลอดระยะเวลาการศึกษา (ภาพที่ 11) และเม่ือน าหวัเช้ือเร่ิมตน้น้ีไปถ่ายเช้ือในคร้ังต่อๆไปดว้ย
อาหารเอ็นเอ็มเอสเพือ่ใชใ้นการเร่ิมตน้เดินระบบการผลิตเมทานอลในถงัปฏิกิริยา พบวา่ปริมาณเช้ือ
มีการเปล่ียนแปลงสดัส่วนของเมทาโนโทรฟ Type I และ Type II แตกต่างจากหวัเช้ือเร่ิมตน้
เล็กนอ้ย โดยเช้ือเมทาโนโทรฟชนิด Type I มีค่าค่อนขา้งคงที่และType II มีค่าเพิม่ขึ้นเล็กนอ้ย 
(ตารางที่ 6) เน่ืองจากเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II เป็นเช้ือที่เจริญไดดี้ในสภาวะที่มีความเป็นกรดด่าง
ในช่วง 5.5-6.7 (Hanson and Hanson, 1996)  ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอส (6.7-
6.9) และสภาวะที่มีความเขม้ขน้ของมีเทนสูง (Dedysh et al., 1998) แต่เมทาโนโทรฟ Type I เจริญ
ไดไ้ม่ดีในสภาวะดงักล่าวจึงมีปริมาณนอ้ยกวา่ Type II (Hanson and Hanson, 1996) 
 

 
 

ภาพที่ 11  ชนิดและปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟเฉล่ียที่แยกไดจ้ากดินหลุมฝังกลบ 
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ก) เช้ือเมทาโนโทรฟชนิด Type I          ข)  เช้ือเมทาโนโทรฟชนิด Type II 
 

 
 

ค) เซลลจุ์ลินทรียท์ี่ยอ้มดว้ย DAPI 
 

ภาพที่ 12  เซลลจุ์ลินทรียท์ี่ยอ้มดว้ยโพรปชนิดต่างๆ ในการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคฟิช 
 
ตารางที่ 6  ปริมาณเมทาโนโทรฟแต่ละชนิดก่อนเดินระบบในสภาวะต่างๆ 
 

สภาวะเดินระบบ เมทาโนโทรฟ Type I (%) เมทาโนโทรฟ Type II (%) 
ศึกษาชนิดตวักลาง 
ศึกษาระยะกกัเก็บสารละลาย 
ศึกษาอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 

12.98-13.53 
12.85-13.63 
13.63-16.30 

27.09-28.16 
31.40-35.74 
32.18-38.55 
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2. ผลของชนิดตัวกลางต่อการผลิตเมทานอล 
 

จากการศึกษาตวักลางทั้งสองชนิดพบวา่ตวักลางแต่ละชนิดมีค่าต่างๆ ดงัตารางที่ 7 โดย
ตวักลางชนิดเม็ดพลาสติกมีรูปร่างกลม ทึบ ผวิหนา้มีลกัษณะเรียบและมนัวาวคลา้ยลูกปัด น ้ าหนกั
เบา ลอยน ้ า และตวักลางชนิดฟองน ้ ามีรูปร่างเป็นส่ีเหล่ียมลูกบาศก ์ผวิสมัผสัมีลกัษณะเป็นรูพรุน
ตลอดทั้งหมด สามารถดูดซบัน ้ าและฟองอากาศสามารถแทรกตวัเขา้ไปในรูพรุนได ้โดยจ านวนเม็ด
พลาสติกและฟองน ้ าที่เติมลงไปในถงัปฏิกิริยาเท่ากบั 6,500 และ 400 ช้ิน ตามล าดบั (โดยประมาณ) 
ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 35 และ 80 ของปริมาตรสารละลายในถงัปฏิกิริยา (Working volume) ซ่ึงมีคา่
เท่ากบั 800 มิลลิลิตรหรือเทียบเท่าความลึกของสารละลาย 40 เซนติเมตร การใชต้วักลางชนิด
ฟองน ้ า 1 ช้ินเท่ากบัการใชต้วักลางชนิดเม็ดพลาสติก 8 ช้ิน เน่ืองจากฟองน ้ าขนาด 1x1x1 
เซนติเมตร มีพื้นที่หนา้ตดัที่ใหญ่กวา่เม็ดพลาสติก ดงันั้นเพือ่ใหมี้ปริมาตรรวมของทั้งสองชนิด
เท่ากนั จ  านวนฟองน ้ าที่ใชจึ้งมีค่านอ้ยกวา่เม็ดพลาสติก (การค านวณดูในภาคผนวก ค) 
 
ตารางที่ 7  ลกัษณะของตวักลางแต่ละชนิดที่ศึกษา 
 

ชนิดตวักลาง รูปร่าง 
ขนาด  
(ม.) 

พื้นที่ผวิ  
(ม.2/ช้ิน) 

ปริมาตร 
(ม.3/ช้ิน) 

ปริมาตรรวม 
(ม.3) 

เม็ดพลาสติก 
ฟองน ้ า 

ทรงกลม 
ลูกบาศก ์

Ø 5x10-3 
1x10-2 

7.85x10-5 
6x10-4 

6.54x10-8 
1x10-6 

7.1x10-2 
7.1x10-2 

 
ตลอดระยะเวลาการเดินระบบพบวา่ สารละลายทั้งสองระบบมีค่าความเป็นกรดด่างอยู่

ในช่วง 6.50-7.10 และอุณหภูมิของสารละลายอยูใ่นช่วง 25.3-31.2 °ซ (ภาพที่ 13) ซ่ึงเหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโตของเช้ือเมทาโนโทรฟ (pH = 6.5-7.5 และอุณหภูมิ 25-35 °ซ; Writternbury et 
al.,1970; Chiemchaisri et al., 2001) และมีค่าออกซิเจนละลายน ้ า (Dissolved Oxygen: DO) อยู่
ในช่วง 4-7 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงเพยีงพอต่อการด ารงชีพของจุลินทรียช์นิดใชอ้ากาศ (Sawyer et al., 
2003) โดยตวักลางชนิดฟองน ้ ามีค่าออกซิเจนเฉล่ียละลายน ้ าสูงกวา่ตวักลางชนิดเม็ดพลาสติกตลอด
ระยะเวลาการศึกษา (ภาพที่ 14) ทั้งน้ีเพราะฟองน ้ ามีรูพรุนซ่ึงสามารถกกัเก็บฟองมีเทนและอากาศ
ไดดี้กวา่เม็ดพลาสติก ดงันั้นจึงตรวจพบปริมาณมีเทนที่ละลายน ้ าของตวักลางชนิดฟองน ้ ามีค่าสูง
กวา่เม็ดพลาสติกและปริมาณมีเทนเหนือสารละลายมีค่าแตกต่างกนัเล็กนอ้ย (ภาพที่ 15) จาก
การศึกษาที่ผา่นมาพบวา่ฟองน ้ าขนาด 15x15x15 มิลลิเมตร มีรูพรุนถึง 95% ของพื้นที่ผวิทั้งหมด
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หรือมีรูพรุนเท่ากบั 25-40 รูต่อน้ิว (Chae et al., 2008) อีกทั้งพบวา่มีปริมาณมีเทนเหนือสารละลาย
อยูใ่นช่วง 19.6-24.67% ของปริมาณก๊าซทั้งหมด ซ่ึงเพยีงพอต่อการละลายของมีเทนสู่สารละลาย 
และมีเทนละลายอยูใ่นสารละลายในระบบอยูใ่นช่วง 0.027-0.114 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค่าอ่ิมตวัการ
ละลายของมีเทนเท่ากบั 0.0266 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 30° เซลเซียส) (Perry, 1963)  
 

 
 

ภาพที่ 13  ค่าความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิตามระยะเวลาโดยตวักลางสองชนิด 
(PL: ตวักลางชนิดเม็ดพลาสติก SP: ตวักลางชนิดฟองน ้ า) 

 

 
 

ภาพที่ 14  ออกซิเจนละลายเฉล่ียตามระดบัความลึกโดยตวักลางสองชนิด 
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ภาพที่ 15  ปริมาณมีเทนเหนือสารละลายและปริมาณมีเทนในสารละลายโดยตวักลางสองชนิด 
 

ส าหรับการผลิตเมทานอลโดยเช้ือเมทาโนโทรฟทีเ่กาะบนตวักลาง 2 ชนิด พบวา่ปริมาณ    
เมทานอลที่ผลิตไดมี้แนวโนม้เพิม่สูงขึ้นทั้งสองชนิดตวักลางในช่วง 14 วนัแรก และมีความเขม้ขน้
สูงสุดที่ 794 และ 526 ไมโครโมลาร์ส าหรับฟองน ้ า (SP) และเม็ดพลาสติก (PL) ตามล าดบั โดย
ความชนัหรืออตัราการผลิตเมทานอลในช่วงน้ีของตวักลางฟองน ้ ามีค่าสูงกวา่เม็ดพลาสติก (ภาพที่ 
16) (39.68 และ 27.63 ไมโครโมลาร์ต่อวนั) หลงัจากนั้นความเขม้ขน้เมทานอลมีแนวโนม้ลดลงตาม
ระยะเวลา โดยมีอตัราการผลิตลดลงเท่ากบั 9.99 และ 12.21 ไมโครโมลาร์ต่อวนัตามล าดบั ซ่ึงมีค่า
ไม่แตกต่างกนัมากนกั อยา่งไรก็ตามเม่ือพลอตกราฟปริมาณเมทานอลสะสมโดยตวักลางทั้งสอง
ชนิดตลอดระยะการเดินระบบ 30 วนั พบวา่มีค่าต่างกนัเล็กนอ้ย (5,699 และ 5,032 ไมโครโมลาร์ 
ตามล าดบั) (ภาพที่ 17) และเม่ือค านวณหาอตัราการผลิตเมทานอลเฉล่ียต่อวนัไดจึ้งมีค่าเท่ากบั 
189.97 และ 167.73 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั 

 
  นอกจากน้ีเม่ือพลอตกราฟการผลิตเมทานอลต่อมวลมีเทนที่ใหเ้ขา้ไปและกราฟการผลิตเม
ทานอลต่อพื้นที่ผวิตวักลางพบวา่ ใหผ้ลการทดลองไปในทิศทางเดียวกนัคือ ตวักลางชนิดฟองน ้ าให้
อตัราการผลิตเมทานอลสูงกวา่ตวักลางชนิดเม็ดพลาสติก (5,466 และ 4,826 ไมโครกรัมเมทานอล
ต่อกรัมมีเทนต่อวนั และเท่ากบั 828.94 และ 315.73 มิลลิกรัมต่อลิตรเมทานอลต่อพื้นที่ผวิตวักลาง) 
(ภาพที่ 18) และเม่ือท าการศึกษาเปรียบเทียบกบัการทดลองที่ผา่นมาซ่ึงท าการผลิตเมทานอลจาก
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ก๊าซชีวภาพดว้ยถงัปฏิกิริยาแบบกะ (batch) (สยามมล, 2551) พบวา่ มีแนวโนม้ในการผลิตเมทา
นอลตามระยะเวลาไปในทิศทางเดียวกนั แต่การผลิตเมทานอลดว้ยถงัปฏิกิริยาชนิดก่ึงต่อเน่ืองโดย
การเล้ียงเช้ือบนตวักลางสามารถผลิตเมทานอลไดสู้งกวา่การเล้ียงเช้ือแบบแขวนลอยในถงัปฏิกิริยา
แบบกะ (1,185 นาโนกรัมเมทานอลต่อกรัมมีเทนต่อวนั) 

 

 
 

ภาพที่ 16  ปริมาณเมทานอลที่ผลิตแต่ละวนัโดยตวักลางสองชนิด (ระดบัผวิน ้ า) 
 

 
 

ภาพที่ 17  ปริมาณเมทานอลสะสมตามระยะเวลาที่ HRT 5 วนัโดยตวักลางสองชนิด 
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ภาพที่ 18  การผลิตเมทานอลต่อมวลมีเทนและการผลิตเมทานอลต่อพื้นที่ผวิของตวักลางสองชนิด 
 

ทั้งน้ีปริมาณเมทานอลโดยตวักลางชนิดฟองน ้ าที่มีค่ามากกวา่ เน่ืองจากฟองน ้ ามีลกัษณะที่
ขรุขระและมีรูพรุน จึงสามารถกรองเช้ือไดดี้ในระหวา่งที่มีการเปล่ียนถ่ายสารละลายและเช้ือ
สามารถยดึเกาะไดง่้าย รวมทั้งออกซิเจนและก๊าซมีเทนที่ปล่อยเขา้สู่ระบบถงัปฏิกิริยาในทาง
ดา้นล่างสามารถแทรกตวัอยูร่ะหวา่งรูพรุนของฟองน ้ าไดต้ลอดความลึกก่อนจะลอยขึ้นสู่ผวิ
สารละลายและระบายออกในที่สุด ท าใหเ้ช้ือในระบบสามารถน าก๊าซดงักล่าวไปใชใ้นการผลิตเม
ทานอลไดม้ากเม่ือเปรียบเทียบกบัตวักลางชนิดเม็ดพลาสติกซ่ึงมีลกัษณะผวิหนา้ที่เรียบและมนั เช้ือ
จึงเกาะติดยากและเช้ือบางส่วนที่อยูใ่นรูปแขวนลอยจึงสามารถหลุดออกจากระบบไดง่้ายกวา่ (ภาพ
ที่ 19) (Xin et al., 2004) และดว้ยลกัษณะภายนอกที่มีความทึบ ดงันั้นก๊าซต่างๆ จึงไม่สามารถแทรก
ตวัอยูร่ะหวา่งเม็ดพลาสติกได ้ออกซิเจนและก๊าซมีเทนที่ละลายน ้ าจึงมีปริมาณนอ้ยกวา่ ผลการ
ทดลองจึงช้ีใหเ้ห็นวา่ ตวักลางชนิดฟองน ้ าสามารถใหผ้ลผลิตเมทานอลไดเ้หมาะสมกวา่ตวักลาง
ชนิดเม็ดพลาสติกในการเดินระบบแบบก่ึงต่อเน่ือง 
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ภาพที่ 19  ปริมาณเช้ือที่หลุดออกจากระบบโดยตวักลางสองชนิด 
 

จากภาพที่ 21 แสดงปริมาณเมทานอลเฉล่ียตามระดบัความลึก โดยตวักลางชนิดฟองน ้ าให้
ปริมาณเมทานอลสม ่าเสมอไปตลอดความลึกไดดี้กวา่เม็ดพลาสติก เน่ืองจากการกระจายตวัของ
ฟองน ้ าที่ค่อนขา้งสม ่าเสมอไปตลอดทั้งความลึกของสารละลาย (40 เซนติเมตร) ตลอดระยะเวลา
เดินระบบ (1-30 วนั) ปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟจึงมีค่าไม่แตกต่างกนัมากนกัเม่ือเทียบกบัตวักลาง
ชนิดเม็ดพลาสติกซ่ึงลอยอยูเ่ฉพาะช่วงบนของสารละลาย (15-20 เซนติเมตร) ท าใหเ้ช้ือเมทาโน
โทรฟในคอลมัน์กระจายตวัไดไ้ม่สม ่าเสมอ ส่งผลใหป้ริมาณเมทานอลที่ผลิตไดแ้ตกต่างกนัในแต่
ละระดบัความลึก ทั้งน้ีตรวจพบปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II สูงกวา่ Type I ในทั้งสองระบบ 
ตลอดระยะเวลาการศึกษาทั้งสองชนิดตวักลาง (ภาพที่ 22) (มีค่าเฉล่ียร้อยละ 26.87 และ 12.67 ของ
จุลินทรียท์ั้งหมด) เน่ืองจากเมทาโนโทรฟ Type II  สามารถเจริญไดดี้กวา่ Type I ในสภาวะที่
ปริมาณมีเทนต่อออกซิเจนในระบบมีค่าสูง (ภาพที่ 20) หรือในสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนต ่า 
(Dedysh et al., 1998) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของพชิญาและคณะ (2551) ที่พบปริมาณเช้ือเมทาโน
โทรฟ Type II เป็นสดัส่วนที่มากกวา่ Type I เม่ือดินกลบทบัชั้นสุดทา้ยของพื้นที่ฝังกลบมูลฝอยมี
ค่าลึกลง ท าใหป้ริมาณออกซิเจนมีค่าลดลง 
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ภาพที่ 20 องคป์ระกอบของก๊าซในระบบโดยตวักลางสองชนิด 
 

การศึกษาที่ผา่นมามกัใชเ้ช้ือเมทาโนโทรฟ Type II บริสุทธ์ิ (Methylosinus spp.) ในการ
ผลิตเมทานอล (Furuto, 1998; Xin et al., 2004; Xing et al., 2006) ไดแ้ก่ สายพนัธุ ์Methylosinus 
trichosporium OB3b, Methylosinus trichosporium IMV 3011 ในขณะที่การใชเ้ช้ือเมทาโนโทรฟ 
Type I บริสุทธ์ิ (Methylomonas spp.) ก็มีการศึกษาบา้งแต่มกัมีขอ้จ ากดัในการเจริญเติบโต 
(Malashenko et al., 2000) นอกจากน้ีมกัพบปัญหาการปนเป้ือนไดง่้ายจากการใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ดงันั้น
การใชเ้ช้ือแบบผสมจึงช่วยลดปัญหาน้ีลงไดแ้ละเหมาะกบัการใชน้ าไปใชใ้นงานดา้นส่ิงแวดลอ้ม 

 

 
 

ภาพที่ 21  ปริมาณเมทานอลเฉล่ียโดยตวักลางสองชนิดตามระดบัความลึก 
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ภาพที่ 22  เปรียบเทียบปริมาณและชนิดของเช้ือเมทาโนโทรฟในสารละลายทั้งสองระบบ 
 

นอกจากน้ีเม่ือท าการศึกษาลกัษณะการเกาะติดของเช้ือบนตวักลางทั้งสองชนิดดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (SEM) พบวา่ ที่ก  าลงัขยาย 50 และ 100 เท่า สงัเกตเห็นเช้ือบน
ตวักลางชนิดเม็ดพลาสติกไม่ชดัเจน แต่เม่ือเพิม่ก าลงัขยายเป็น 2,000 และ 5,000 เท่า ก็จะเห็นเป็น
ลกัษณะแผน่ฟิลม์บางๆและอนุภาคเล็กๆเกาะอยูบ่นผวิตวักลาง และเม่ือเพิม่ก าลงัขยายเป็น 10,000 
เท่า ก็จะเห็นเช้ือชดัเจนขึ้น มีลกัษณะเป็นกลุ่มเซลลเ์ล็กหลายๆ เซลลท์ี่เกาะกนั (ภาพที่ 23) เม่ือน า
ตวักลางฟองน ้ าก่อนที่จะเดินระบบมาศึกษาพบวา่ที่ก  าลงัขยาย 50 และ 100 เท่า ฟองน ้ ามีลกัษณะ
เป็นเยือ่บางๆและมีรูพรุนจ านวนมาก ซ่ึงมีรูปทรงตั้งแต่ 5-8 เหล่ียม (ภาพที่ 24) จากนั้นเม่ือเดิน
ระบบเสร็จส้ินจึงน าตวักลางฟองน ้ ามาศึกษาอีกคร้ังที่ก  าลงัขยาย 50 และ 100 เท่า พบวา่มีอนุภาค
เล็กๆจ านวนมากติดอยูต่ามเยือ่และรูพรุนของฟองน ้ า และเม่ือเพิม่ก าลงัขยายเป็น 2,000-10,000 เท่า 
พบวา่ อนุภาคเล็กๆที่เห็นขา้งตน้เป็นเช้ือที่มีลกัษณะเป็นกลุ่มกอ้นขนาดใหญ่และมีเซลลข์นาดเล็ก
จ านวนหลายเซลลม์าเกาะรวมกนั (ภาพที่ 25) 
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ภาพที่ 23  ลกัษณะของเช้ือบนตวักลางชนิดเม็ดพลาสติก 
a)-50x b)-100x c)-2,000x d)-5,000x e)-5,000x และ f)-10,000x 
 

 
 

ภาพที่ 24  ลกัษณะรูพรุนของตวักลางชนิดฟองน ้ าก่อนเดินระบบ 
g)-50x h)-50x และ i)-100x 
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ภาพที่ 25  ลกัษณะของเช้ือบนตวักลางชนิดฟองน ้ าหลงัจากเดินระบบ 
 j)-50x k)-100x l)-2,000x m)-2,000x n)-2,500x o)5,000x p)-5,000x q)-
10,000x และ r)-10,000x 
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3. ผลของระยะเวลากักเก็บสารละลายต่อการผลิตเมทานอล 
 

ผลการทดลองเดินระบบผลิตเมทานอลโดยเช้ือเมทาโนโทรฟเกาะบนตวักลางชนิดฟองน ้ า
เม่ือแปรผนัระยะเวลากกัเก็บสารละลายเป็น 1 3 และ 5 วนั พบวา่ความเขม้ขน้เมทานอลที่ระยะเวลา
กกัเก็บ 3 และ 5 วนั มีแนวโนม้คลา้ยคลึงกนั โดยมีช่วงปรับตวั (ยงัไม่มีการผลิตเมทานอล) 
ประมาณ 1 รอบและมีช่วงการผลิต 4 รอบของระยะเวลากกัเก็บ ส่วนระยะเวลากกัเก็บ 1 วนัมีช่วง
การปรับตวัถึง 7 รอบและมีช่วงการผลิต 4 รอบของระยะเวลากกัเก็บและหยดุการผลิตหลงัจากเดิน
ระบบตั้งแต่วนัที่ 12 เป็นตน้ไป และความเขม้ขน้เมทานอลที่ผลิตไดมี้ค่าสูงสุดที่ 881 794 และ 398 
ไมโครโมลาร์ ส าหรับระยะเวลากกัเก็บ 1 5 และ 3 วนั ตามล าดบั (ภาพที่ 26) เม่ือพจิารณาความ
เขม้ขน้เมทานอลสูงสุดที่ระยะเวลากกัเก็บ 1 และ 5 วนัมีค่าต่างกนัเล็กนอ้ย แต่ที่ระยะเวลากกัเก็บ 5 
วนัสามารถผลิตเมทานอลไดอ้ยา่งต่อเน่ืองตลอดระยะเวลาการเดินระบบ 30 วนั  

 
 

ภาพที่ 26  ความเขม้ขน้เมทานอลที่ระยะเวลากกัเก็บแตกต่างกนัในตวักลางชนิดฟองน ้ า 
 

เม่ือพลอตกราฟปริมาณเมทานอลสะสมพบวา่มีค่าเท่ากบั 1,575 1,641 และ 5,699 ไมโคร
โมลาร์ ส าหรับระยะเวลากกัเก็บ 1 3 และ 5 วนั ตามล าดบัในการเดินระบบ 30 วนั (ภาพที่ 27) โดย
อตัราการผลิตเมทานอลเฉล่ียต่อวนัมีค่าเท่ากบั 190 55 และ 53 ไมโครโมลาร์ ส าหรับระยะเวลากกั
เก็บ 5 3 และ 1 วนัตามล าดบั   โดยที่ระยะเวลากบัเก็บ 3 และ 1 วนัพบเมทานอลนอ้ยกวา่ที่ระยะเวลา
กกัเก็บ 5 วนัค่อนขา้งมากเน่ืองจากที่ระยะเวลากกัเก็บ 5 วนัเมทานอลสามารถผลิตไดถึ้งวนัที่ 30 
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ของการเดินระบบแต่ที่ระยะเวลากบัเก็บ 3 และ 1 วนั เมทานอลผลิตไดถึ้งวนัที่ 11 และ 15 
ตามล าดบั หลงัจากนั้นไม่มีการผลิตเมทานอล และการพบเมทานอลสูงสุดในระบบที่มีระยะเวลากกั
เก็บ 5 วนั อาจเน่ืองจากเช้ือมีการปรับตวัไดดี้ เพราะการเปล่ียนถ่ายระหวา่งฟอตเฟตบฟัเฟอร์และ
เอ็นเอ็มเอสเป็นไปอยา่งชา้ๆ ปริมาณเมทานอลที่ถูกผลิตจึงเกิดขึ้นอยา่งต่อเน่ือง ตรงขา้มกบัการ
เปล่ียนถ่ายสารละลายดว้ยระยะเวลากกัเก็บที่นอ้ยกวา่ ซ่ึงมีปริมาตรในการเปล่ียนถ่ายที่สูงกวา่ 

 
ภาพที่ 27  ปริมาณเมทานอลสะสมจากการแปรผนัระยะเวลากกัเก็บ 

 
เม่ือพจิารณาระยะเวลาที่เช้ือใชใ้นการปรับตวัก่อนที่จะผลิตเมทานอล พบวา่ที่ระยะเวลากกั

เก็บ 1 วนัเช้ือใชเ้วลาปรับตวันานที่สุดคือ 7 วนัของการเดินระบบก่อนที่จะผลิตเมทานอล (หรือ 7 
รอบของระยะเวลากกัเก็บ) เน่ืองจากสภาพแวดลอ้มในถงัปฏิกิริยาที่ยงัไม่เสถียรพอที่จะท าใหเ้ช้ือ
สามารถปรับตวัและเร่ิมยอ่ยสลายก๊าซมีเทนใหเ้ป็นเมทานอลภายในระยะเวลา 1 วนั ซ่ึงแสดงให้
เห็นวา่ที่ระยะเวลากกัเก็บ 1 วนัอาจไม่เพยีงพอต่อการปรับตวัของเช้ือใหเ้ขา้กบัสารละลายใหม่ที่จะ
ถูกเปล่ียนถ่ายไปเร่ือยๆ แต่ก็อาจมีเช้ือบางส่วนที่มีความแขง็แรงสามารถยดึเกาะกบัตวักลางไดท้นั
และปรับตวัได ้เม่ือถึงวนัที่ 7 จึงสามารถผลิตเมทานอลไดจ้นถึงวนัที่ 12 เช้ือจึงหยดุการผลิต 
เน่ืองจากเช้ือในระบบเร่ิมมีอายมุากขึ้น อีกทั้งพบวา่ ปริมาณเช้ือในถงัปฏิกิริยาที่ระยะเวลากกัเก็บ 1 
และ 3 วนั มีค่าต  ่ากวา่ที่ 5 วนัและมีค่าลดลงอยา่งชา้ๆ ตามระยะเวลา แสดงใหเ้ห็นวา่ เช้ือปรับตวัได้
ยาก ความแอกทีฟอาจลดลง ประกอบกบัเช้ือในระบบที่มีปริมาณนอ้ยและจ านวนลดลงตาม
ระยะเวลาที่เดินระบบ เน่ืองจากหลุดในระหวา่งเปล่ียนถ่ายได ้(ภาพที่ 28) ส่งผลใหก้ารผลิตเมทา
นอลลดลง ดงันั้นความสามารถในการผลิตเมทานอลจึงลดลงและหยดุชะงกัในที่สุด 
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ภาพที่ 28  ปริมาณเช้ือแขวนลอยในระบบเปรียบเทียบที่ระยะเวลากกัเก็บแตกต่างกนั 
 

นอกจากน้ีเม่ือพลอตกราฟการผลิตเมทานอลต่อมวลมีเทนที่ถูกใชไ้ปและกราฟการผลิตเม
ทานอลต่อมวลของเช้ือในถงัปฏิกิริยา (ภาพที่ 29) พบวา่ การเดินระบบดว้ยตวักลางชนิดฟองน ้ าที่
ระยะเวลากกัเก็บสารละลาย 5 วนัอตัราการผลิตเมทานอลมีค่าสูงกวา่ที่ 3 และ 1 วนัตามล าดบั (41.4 
13.8 และ11.9 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวนั) และอตัราการผลิตเมทานอลต่อมวลของเช้ือในถงัปฏิกิริยาที่
ระยะเวลากกัเก็บ 5 วนัมีค่าสูงกวา่ที่ 1 และ 3 วนัตามล าดบั (129 48 และ 33 มิลลิกรัมเมทานอลต่อ
กรัมเซลลต่์อวนั) โดยที่ระยะเวลากกัเก็บ 1 วนัมีอตัราการผลิตเมทานอลสูงกวา่ที่ระยะเวลากกัเก็บ 3 
วนั เน่ืองจากปริมาณเช้ือเฉล่ียในระบบที่ระยะเวลากกัเก็บ 1 วนัต ่ากวา่ที่ระยะเวลากกัเก็บ 1 วนั 
(35.37 และ 53.06 มิลลิกรัมต่อลิตร) โดยที่ปริมาณเมทานอลสะสมที่ถูกผลิตมีค่าไม่แตกต่างกนัมาก
นกั ดงันั้นอตัราการผลิตเมทานอลต่อมวลของเช้ือที่ระยะเวลากกัเก็บ 1 วนัจึงมีค่าสูงกวา่ 
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ภาพที่ 29  เมทานอลต่อมวลมีเทนที่ถูกใชไ้ปและเมทานอลต่อมวลเช้ือที่ระยะเวลากกัเก็บต่างๆ 
 

เม่ือพจิารณาชนิดและปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟ (ภาพที่ 30 และ 31) พบวา่ปริมาณเช้ือ
เมทาโนโทรฟมีการเปล่ียนแปลงโดยเฉพาะ Type II โดยพบวา่ สดัส่วนของเช้ือเมทาโนโทรฟ Type 
II ที่มากกวา่ร้อยละ 20 จะพบการผลิตเมทานอลในทุกระยะเวลากกัเก็บ แต่เม่ือเช้ือเมทาโนโทรฟ 
Type II ลดลงจนถึงร้อยละ 10 จะไม่พบการผลิตเมทานอลในระบบ (ที่ระยะเวลาเดินระบบ 10 วนั) 
ทั้งน้ีการเปล่ียนแปลงของเช้ือเมทาโนโทรฟ Type I มีค่าแตกต่างกนัเล็กนอ้ยเม่ือเปรียบเทียบที่
ระยะเวลากกัเก็บต่างๆ กนัและเม่ือพจิารณาชนิดและปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟตามระดบัความลึก 
(ภาพที่ 30) และความเขม้ขน้ของเมทานอลตามระดบัความลึก (ภาพที่ 32 พบวา่วนัที่ 15 ของการ
เดินระบบที่ระยะเวลากกัเก็บ 5 วนั มีปริมาณเมทานอลสูงสุดที่ความลึก 20 เซนติเมตรซ่ึงเป็นระดบั
ความลึกเดียวกบัที่ตรวจพบปริมาณเมทาโนโทรฟชนิด Type II สูงสุดและวนัที่ 15 ของการเดิน
ระบบที่ระยะเวลากกัเก็บ 3 วนัก็พบความเขม้ขน้ของเมทานอลที่มีค่าใกลเ้คียงกนัที่ความลึก 10 และ 
30 เซนติเมตรเช่นเดียวกนักบัที่พบเมทาโนโทรฟชนิด Type II ในปริมาณที่ใกลเ้คียงกนัเช่นกนั จาก
ผลการทดลองน้ี อาจช้ีใหเ้ห็นวา่ เมทาโนโทรฟชนิด Type II มีผลต่อการผลิตเมทานอลในการเดิน
ระบบ ซ่ึงการเปล่ียนแปลงสดัส่วนของเมทาโนโทรฟ Type II อาจสืบเน่ืองจาก การปรับตวัของเช้ือ
จากการเปล่ียนสารละลายเอ็นเอ็มเอสเป็นฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่แตกต่างกนัที่ระยะเวลากกัเก็บต่างๆ 
ส่งผลต่อการผลิตเมทานอลและปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟในระบบ และเม่ือพลอตกราฟปริมาณ
เช้ือในสารละลายตามระดบัความลึก ณ วนัที่สามารถผลิตเมทานอลไดสู้งสุดแต่ละระยะเวลากกัเก็บ 
(HRT 1 5 และ 3 วนั เท่ากบั 881 794 และ 398 ไมโครโมลาร์ตามล าดบั) (ภาพที่ 33) พบวา่ ปริมาณ
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เช้ือตามระดบัความลึกที่ระยะเวลากกัเก็บเดียวกนัมีค่าแตกต่างกนัเล็กนอ้ย ที่ระยะเวลากกัเก็บ 3 วนั 
มีปริมาณเช้ือเฉล่ียในสารละลายสูงสุด (52.5 mg/L) อาจเน่ืองมาจากที่ระยะเวลากกัเก็บดงักล่าว
ปริมาณเช้ือในสารละลายหลุดจากการเกาะติดกบัตวักลางในระหวา่งเปล่ียนถ่ายสารละลายมากกวา่
ค่าอ่ืนๆ ท าใหมี้ปริมาณเช้ือที่เกาะติดกบัตวักลางมีค่านอ้ย ซ่ึงเช้ือที่เกาะติดกบัตวักลางมกัมีความ
แอกทีฟหรือผลิตเมทานอลไดดี้กวา่เช้ือที่แขวนลอยในระบบ ดงันั้นความเขม้ขน้เมทานอลที่ผลิตได้
ดงักล่าวจึงมีค่าต  ่าสุด 
 

 
 

ภาพที่ 30  ชนิดและปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟในสารละลายทีร่ะยะเวลากกัเก็บต่างๆ  
                          ตามระดบัความลึก 
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ภาพที่ 31  ค่าเฉล่ียชนิดของเช้ือเมทาโนโทรฟตามระยะเวลาจากการแปรผนัระยะเวลากกัเก็บ 
 

 
 

ภาพที่ 32  ความเขม้ขน้ของเมทานอลตามระดบัความลึกที่ระยะเวลากกัเก็บต่างๆ  
(HRT 1 วนั ไม่แสดงเน่ืองจากไม่มีการผลิตเมทานอล) 
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ภาพที่ 33  ปริมาณเช้ือในสารละลายตามระดบัความลึก ณ วนัที่ความเขม้ขน้เมทานอลสูงสุด 
                       ในแต่ละระยะเวลากกัเก็บ 
 
4. ผลของอัตราการหมุนเวียนสารละลายต่อการผลิตเมทานอล 

 
ผลการทดลองเดินระบบผลิตเมทานอลโดยเช้ือเมทาโนโทรฟเกาะบนตวักลางชนิดฟองน ้ า

ที่ระยะเวลากกัเก็บสารละลาย 5 วนั โดยแปรผนัอตัราการหมุนเวยีนสารละลายเป็น 2 20 และ 200 
มิลลิลิตรต่อนาที พบวา่การผลิตเมทานอลดว้ยอตัราการหมุนเวยีนสารละลายที่ค่าต่างๆ มีแนวโนม้
คลา้ยคลึงกนั โดยมีช่วงปรับตวัไม่เกิน 1 รอบและมีช่วงการผลิตซ่ึงความเขม้ขน้ของเมทานอลค่อยๆ
เพิม่ขึ้นไม่เกิน 4 รอบของระยะเวลากกัเก็บ โดยความเขม้ขน้เมทานอลที่ผลิตไดมี้ค่าสูงสุดที่ 694 
794 และ 731 ไมโครโมลาร์ ส าหรับอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 200 20 และ 2 มิลลิลิตรต่อนาที 
(ภาพที่ 34) จากนั้นความเขม้ขน้ของเมทานอลจึงค่อยๆ มีค่าลดลงและเร่ิมผลิตอยา่งคงที่ในรอบที่ 5 
ของระยะเวลากกัเก็บ โดยอตัราเร็ว 200 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาณเมทานอลที่ผลิตไดมี้ค่าคงที่ที่
ประมาณ 300 ไมโครโมลาร์จนเสร็จส้ินระยะเวลาการเดินระบบซ่ึงมีค่าสูงกวา่ที่อตัราเร็วอ่ืนๆ 
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ภาพที่ 34  ความเขม้ขน้เมทานอลทีอ่ตัราการหมุนเวยีนสารละลายต่างๆ ที่ระยะเวลากกัเก็บ 5 วนั  
                    ในตวักลางชนิดฟองน ้ า 

 
เม่ือพลอตกราฟปริมาณเมทานอลสะสมตามระยะเวลาพบวา่ที่อตัราการหมุนเวยีน

สารละลาย 200 20 และ 2 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาณเมทานอลสะสมตลอดระยะเวลาการเดินระบบ 
30 วนัมีค่าเท่ากบั 8,648 5,699 และ 5,297 ไมโครโมลาร์และมีอตัราการผลิตเมทานอลเฉล่ียต่อวนั
เท่ากบั 288.27 189.97 และ 176.57 ไมโครโมลาร์ตามล าดบั (ภาพที่ 35) การพบปริมาณเมทานอล
สูงสุดที่อตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 200 มิลลิลิตรต่อนาที เน่ืองจากการเพิม่อตัราเร็วในการ
หมุนเวยีนสารละลายในระบบ ท าใหมี้เทนและออกซิเจนซ่ึงอยูใ่นรูปของก๊าซที่ถูกปล่อยเขา้ทาง
ดา้นล่างของถงัปฏิกิริยามีโอกาสสมัผสักบัสารละลายที่หยดจากดา้นบนสงสู่ผวิของเหลวไดม้ากขึ้น 
ก๊าซมีเทนและออกซิเจนที่อยูเ่หนือผวิของเหลวจึงสามารถละลายลงไปในสารละลายและเปล่ียนมา
อยูใ่นรูปที่ละลายน ้ าไดม้ากขึ้นตามไปดว้ย (ภาพที่ 36) ท  าใหเ้ช้ือเมทาโนโทรฟที่เกาะบนตวักลางใน
ระบบจึงสามารถน าก๊าซดงักล่าวไปใชใ้นการผลิตเมทานอลไดม้ากขึ้นเช่นกนั อีกทั้งการเพิม่
อตัราเร็วในการหมุนเวยีนสารละลายยงัท าใหเ้กิดความป่ันป่วน ปริมาณออกซิเจนในสารละลายที่
ระดบัผวิน ้ าจึงมีค่าสูงขึ้นไปดว้ย (ภาพที่ 37) จากกราฟแสดงปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าตามระดบั
ความลึกที่อตัราเร็วต่างๆ จะเห็นวา่ที่อตัราเร็ว 200 มิลลิลิตรต่อนาทีมีค่าออกซิเจนละลายน ้ าสูงกวา่ที่
อตัราเร็วอ่ืนๆ ทั้งตลอด 15 วนัแรกและ 15 วนัหลงัของการเดินระบบ ซ่ึงมีค่าอยูใ่นช่วง 5.25-6.76 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะที่อตัราเร็ว 2 และ 20 มิลลิลิตรต่อนาทีมีค่าอยูใ่นช่วง 3.98-6.15 มิลลิกรัม
ต่อลิตร แสดงใหเ้ห็นวา่การเพิม่อตัราเร็วในการหมุนเวยีนสารละลายมีผลใหป้ริมาณออกซิเจน
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สามารถละลายในน ้ าไดเ้พิม่ขึ้น ซ่ึงช่วยลดการขาดออกซิเจนในถงัปฏิกิริยาเม่ือระยะเวลาในการเดิน
ระบบยาวนานขึ้นแมว้า่จะเป็นส่วนที่ลึกที่สุดก็ตามและช่วยใหป้ฏิกิริยาในการยอ่ยสลายก๊าซมีเทน
ไปเป็นเมทานอลเกิดขึ้นไดอ้ยา่งต่อเน่ืองอีกดว้ย ทั้งน้ีทั้งนั้นความป่ันป่วนที่เกิดจากการเพิม่อตัราเร็ว
เป็น 200 มิลลิลิตรต่อนาทียงัช่วยใหก้๊าซมีเทนสามารถละลายในสารละลายเพิม่ขึ้นไดเ้ช่นกนั โดย
พบวา่มีปริมาณมีเทนเหนือสารละลายอยูใ่นช่วง 19.5-24.03 % ซ่ึงเพยีงพอต่อการละลายของมีเทนสู่
สารละลาย (ค่าปกติของการละลายมีเทนเท่ากบั 0.0266 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 30° เซลเซียส) 
(Perry, 1963)  

 
ภาพที่ 35  ปริมาณเมทานอลสะสมจากการแปรผนัอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 

 
นอกจากน้ีการเพิม่อตัราการหมุนเวยีนสารละลายในระบบ เป็นการเพิม่แบบค่าลอการิทึม

สงัเกตเห็นวา่ที่อตัราเร็ว 2 และ 20 มิลลิลิตรต่อนาทีมีค่าไม่แตกต่างกนัมากนกั ดงันั้นพื้นที่ใตก้ราฟ
หรือปริมาณเมทานอลสะสมที่ผลิตไดต้ลอดระยะเวลาเดินระบบจึงมีค่าต่างกนัเล็กนอ้ย (5,699 และ 
5,297 ไมโครโมลาร์ตามล าดบั) แต่เม่ือเพิม่อตัราเร็วเป็น 200 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาณเมทานอล
สะสมที่ผลิตไดมี้ค่าเพิม่ขึ้นมากอยา่งเห็นไดช้ดั (8,648 ไมโครโมลาร์) และอาจมีแนวโนม้เพิม่ขึ้น
อยา่งคงที่หากเดินระบบต่อไปอีก 
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ภาพที่ 36  ปริมาณมีเทนละลายน ้ า (เฉล่ียทุกระดบัความลึก) ที่อตัราเร็วต่างๆ ตามระยะเวลา 
 

 
 

ภาพที่ 37  ออกซิเจนละลายเฉล่ียตามระดบัความลึกที่อตัราเร็วค่าต่างๆ 
 

เม่ือพลอตกราฟการผลิตเมทานอลต่อมวลมีเทนและการผลิตเมทานอลต่อมวลของเช้ือใน
ถงัปฏิกิริยาพบวา่ เม่ือใชต้วักลางชนิดฟองน ้ าที่ระยะเวลากกัเก็บสารละลาย 5 วนัและอตัราเร็วใน
การหมุนเวยีนสารละลาย 200 มิลลิลิตรต่อนาที ใหอ้ตัราการผลิตเมทานอลสูงกวา่ที่ 20 และ 2 
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มิลลิลิตรต่อนาทตีามล าดบั (62.81 47.92 และ 40.03 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อวนัและ 168.48 128.49 และ 
112.51 มิลลิกรัมเมทานอลต่อกรัมเซลลต่์อวนั) (ภาพที่ 38) 

 

 
 

ภาพที่ 38  เมทานอลต่อมวลมีเทนที่ใชไ้ปและเมทานอลต่อมวลเช้ือเม่ือแปรผนั 
                                  อตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 

 
การเพิม่อตัราเร็วในการหมุนเวยีนสารละลายช่วยใหก้๊าซมีเทนและออกซิเจนละลายใน

สารละลายไดม้ากขึ้น แต่ความป่ันป่วนที่เกิดจากการหยดของสารละลายลงบนผวิของของเหลวโดย
การเพิม่อตัราเร็ว ก็ส่งผลใหเ้ช้ือที่เกาะกบัตวักลางบริเวณผวิของเหลวดา้นบนบางส่วนหลุดและอยู่
ในลกัษณะแขวนลอยในสารละลายไดม้ากกวา่ที่อตัราเร็วในการหมุนเวยีนสารละลายต ่าๆ (ภาพที่ 
39) สอดคลอ้งกบัค่าเฉล่ียของเช้ือเมทาโนโทรฟทั้งสองชนิดซ่ึงมีค่ามากกวา่ 40% ในตอนเร่ิมเดิน
ระบบและมีค่าลดลงนอ้ยกวา่ 40% หลงัจากเดินระบบเสร็จส้ิน การที่เช้ือมีลดลงน่าจะเน่ืองจากเช้ือ
ไม่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นสภาวะที่ก  าหนดใหห้รือในสภาวะที่ขาดแหล่งไนโตรเจน (N-source) 
และเม่ือพจิารณาปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟแต่ละชนิด พบวา่ปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟ 
Type II มีค่าลดลงเล็กนอ้ยและปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟ Type I มีค่าค่อนขา้งคงที่ตลอด
ระยะเวลาที่เดินระบบ 30 วนั อนัเน่ืองมาจากการเปล่ียนถ่ายสารละลายที่ระยะเวลากกัเก็บ 5 วนั
เท่ากนัทั้ง 3 ระบบ ปริมาณเช้ือภายในถงัปฏิกิริยาจึงมีค่าใกลเ้คียง (ภาพที่ 40) อีกทั้งการแปรผนั
อตัราการหมุนเวยีนสารละลายในระบบที่แตกต่างกนัไม่ไดท้  าใหส้ารละลายภายในถงัปฏิกิริยาถูก
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ถ่ายเทออกมา ปริมาณเช้ือในระบบจึงค่อนขา้งคงที่ ซ่ึงการเพิม่อตัราการหมุนเวยีนสารละลายส่งผล
ต่อการละลายของก๊าซมีเทนที่เพิม่ขึ้นมากกวา่ ท  าใหเ้ช้ือเมทาโนโทรฟสามารถน าก๊าซดงักล่าวไป
ออกซิไดส์ใหเ้ป็นเมทานอลใหอ้ยา่งเตม็ประสิทธิภาพ 
 

 
 

ภาพที่ 39  ปริมาณเช้ือที่หลุดจากระบบจากการแปรผนัอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 
 

 
ภาพที่ 40  ค่าเฉล่ียชนิดของเช้ือเมทาโนโทรฟจากการแปรผนัอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 
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5. การท าสมดุลมวลภายในระบบ 
 

การท าสมดุลมวลสารภายในระบบประกอบดว้ย 3 ส่วนคือ ส่วนแรกมีการป้อนก๊าซเขา้
ทางดา้นล่างของถงัปฏิกิริยา (Inlet) ส่วนที่สองเป็นส่วนที่เกิดปฏิกิริยาระหวา่งสารตั้งตน้ชนิดต่างๆ 
และส่วนสุดทา้ยอยูด่า้นบนของถงัปฏิกิริยาซ่ึงมีการระบายก๊าซออกและมีจุดเก็บตวัอยา่งสารละลาย
เพือ่หาปริมาณการผลิตเมทานอล (Outlet) แสดงดงัภาพที่ 41 

 

                  
 
 
 

ภาพที่ 41 สมดุลมวลสารที่เขา้และออกจากระบบการผลิตเมทานอล 
 

จากการศึกษาพบวา่ ก๊าซมีเทนที่ป้อนเขา้ถงัปฏิกิริยาไม่ไดเ้ปล่ียนเป็นเมทานอลซ่ึงเป็น
ผลิตภณัฑเ์ป้าหมายทั้งหมด แต่มีบางส่วนที่ถูกยอ่ยสลายแลว้กลายเป็นคาร์บอนไดออกไซด ์ (CO2) 
เน่ืองจากตรวจพบสดัส่วนของคาร์บอนไดออกไซดมี์ค่าเพิม่ขึ้นตลอดระยะเวลาเดินระบบ 30 วนั 
โดยพบวา่คาร์บอนไดออกไซดมี์ค่าเพิม่ขึ้น 0.26 โมลและมีเทนมีค่าลดลง 0.31 โมลตลอดระยะเวลา
เดินระบบ (ภาพที่ 42)  โดยปกติการยอ่ยสลายก๊าซมีเทนของเช้ือเมทาโนโทรฟตามธรรมชาติ เม
ทานอลที่เกิดขึ้นเป็น Intermediate product แต่ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยที่ไดจ้ริง คือ CO2 ดงันั้นในกรณีที่
สารยบัย ั้งการยอ่ยสลายเมทานอลมีความเขม้ขน้ไม่สูงมากนกั อาจส่งผลใหเ้มทานอลที่ถูกผลิตไม่

ก) ชนิดและทิศทางของมวลสารในระบบ ข) ปริมาณมวลสารที่เขา้ออกจากระบบ 
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เสถียรและถูกยอ่ยสลายต่อกลายเป็น CO2 ในทางตรงกนัขา้มการเติมสารยบัย ั้งการยอ่ยสลายเมทา
นอลในความเขม้ขน้ที่สูงเกินไป ก็อาจส่งผลใหเ้กิดความเป็นพษิแก่เซลลไ์ด ้เช่นเดียวกบัการที่มีเม
ทานอลสะสมในความเขม้ขน้ที่สูงเกินไปก็อาจส่งผลต่อการผลิตเมทานอลที่ชะงกัลงไดเ้ช่นกนั 
ดงันั้นการผลิตเมทานอลดว้ยระบบแบบก่ึงต่อเน่ืองภายใตส้ภาวะที่เหมาะสมจึงอาจแสดงไดด้งั
สมการที่ 9 และสามารถคิดร้อยละของมีเทนที่ถูกใชไ้ปเพือ่เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑไ์ดด้งัภาพที่ 43 

 
1.778CH4 + 2.034O2            0.007CH3OH + 0.260CO2 + 3.542H2O + 1.511biomass (9) 

 

 
 

ภาพที่ 42  องคป์ระกอบของก๊าซเหนือสารละลายภายในระบบการผลิตเมทานอลที่สภาวะเหมาะสม 
(ตวักลางชนิดฟองน ้ าที ่HRT 5 วนัและ LRR 200 mL/min) 

 

 
 

ภาพที่ 43 ร้อยละของมีเทนที่ถูกใชไ้ป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 สรุป 

 
1. การผลิตเมทานอลจากก๊าซชีวภาพดว้ยเช้ือเมทาโนโทรฟแบบผสมในถงัปฏิกิริยาชีวภาพ

ชนิดก่ึงต่อเน่ืองมีความเป็นไปไดภ้ายใตส้ภาวะทีก่  าหนด ไดแ้ก่ การเล้ียงเช้ือเมทาโนโทรฟใน
สารละลายฟอตเฟตบฟัเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ผสมเกลือแมกนีเซียมคลอไรด ์5 มิลลิโมลาร์ เม่ือใช้
อตัราการระบายก๊าซชีวภาพและอากาศเท่ากบั 2 และ 8 มิลลิลิตรต่อนาท ี
 

2. การเล้ียงเช้ือเมทาโนโทรฟแบบผสมบนตวักลางชนิดฟองน ้ าในถงัปฏิกิริยาชีวภาพชนิด
ก่ึงต่อเน่ืองใหอ้ตัราการผลิตเมทานอลที่มีค่า 5,699 ไมโครโมลาร์ซ่ึงสูงกวา่เม็ดพลาสติกเล็กนอ้ย 
(5,032 ไมโครโมลาร์) 
 

3. ระยะเวลากกัเก็บสารละลายในถงัปฏิกิริยา 5 วนัใหอ้ตัราการผลิตเมทานอลสูงสุดและมี
ปริมาณเมทานอลสะสมเท่ากบั 5,699  ไมโครโมลาร์ตลอดระยะเวลาการเดินระบบทั้งหมด 30 วนั 
โดยที่ระยะเวลากกัเก็บ 3 และ 1 วนั มีปริมาณเมทานอลสะสมเท่ากบั 1,641 และ 1,575 ไมโครโม
ลาร์ ตามล าดบั 
 

4. อตัราการหมุนเวยีนสารละลายในระบบ 200 มิลลิลิตรต่อนาที ใหอ้ตัราการผลิตเมทา
นอลสูงสุดโดยสามารถผลิตความเขม้ขน้เมทานอลสูงสุดได ้731 ไมโครโมลาร์ในวนัที่ 15 ของการ
เดินระบบ และมีปริมาณเมทานอลสะสมเท่ากบั 8,648 ไมโครโมลาร์ ตลอดระยะเวลาการเดินระบบ
ทั้งหมด 30 วนั โดยที่อตัราการหมุนเวยีน 20 และ 2 มิลลิลิตรต่อนาท ีมีปริมาณเมทานอลสะสม
เท่ากบั 5,699 และ 5,297 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั 
 

5. ขอ้มูลการออกแบบเบื้องตน้ของระบบการผลิตเมทานอลจากก๊าซชีวภาพดว้ยเช้ือเมทา
โนโทรฟแบบผสมในถงัปฏิกิริยาชีวภาพชนิดก่ึงต่อเน่ือง สามารถแสดงไดด้งัตารางที่ 8 
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ตารางที่ 8  เกณฑก์ารออกแบบเบื้องตน้ 
 
เกณฑก์ารออกแบบ ค่าที่ใชใ้นการเดินระบบ 
ตวักลาง 
ปริมาตรตวักลาง 
ระยะเวลากกัเก็บสารละลาย 
อตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 
สารละลาย 
สารยบัย ั้งการยอ่ยสลายเมทานอล 
อตัราการป้อนอากาศ 
อตัราการป้อนก๊าซมีเทน 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 
ระยะเวลาเดินระบบ 

ฟองน ้ าขนาด 1x1x1 cm  
80% v/v solution 
5 day 
0.17 cm/sec 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 20 mM 
แมกนีเซียมคลอไรด ์5 mM 
10 L/m3.min 
2.5 L/ m3.min 
60-70 mg/L 
15 day 
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. ในการเดินระบบจริง ควรใชร้ะยะเวลา 15 วนัในการเดินระบบ เน่ืองจากเป็นช่วงที่
สามารถผลิตความเขม้ขน้เมทานอลไดสู้งสุด แลว้จึงค่อยเร่ิมเดินระบบใหม่อีกคร้ัง 
 

2. ในการวจิยัขั้นต่อไป อาจเพิม่ความเขม้ขน้ของเกลือแมกนีเซียมคลอไรดเ์ขา้ไปอีก 
เน่ืองจากเป็นสารที่ช่วยกระตุน้การผลิตเมทานอล แต่ไม่ควรเติมในความเขม้ขน้ที่สูงเกินไป เพราะ
อาจท าใหเ้กิดการตกตะกอนของเกลือดา้นล่างถงัปฏิกิริยาได ้ซ่ึงอาจมีผลต่อการระบายก๊าซและ
อากาศเขา้สู่ถงัปฏิกิริยาได ้
 

3. ในการทดลองคร้ังต่อไป นอกจากการผลิตเมทานอลแลว้ ควรท าการศึกษาอนุพนัธข์อง
เมทานอลตวัอ่ืนๆ ที่เช้ือเมทาโนโทรฟสามารถผลิตไดด้ว้ย เน่ืองจากก๊าซมีเทนไม่ไดถู้กยอ่ยสลาย
เป็นเมทานอลทั้งหมด 
 

4. ในการวจิยัขั้นต่อไป อาจท าการเพิม่อตัราเร็วในการหมุนเวยีนสารละลายใหม้ากขึ้น เพือ่
ท  าใหก้๊าซมีเทนสามารถละลายน ้ าไดม้ากขึ้นไปอีก 
 

5. ในการแปรผนัค่าระยะเวลากกัเก็บสารละลาย ควรหาอุปกรณ์ที่สามารถป้องกนัการหลุด
ของเช้ือในระบบในช่วงที่มีการเปล่ียนถ่ายสารละลายดว้ย เช่น ฟิลเตอร์ 
 

6. อาจออกแบบถงัปฏิกิริยาใหมี้ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางนอ้ยลงและเพิม่ความสูงมากขึ้น 
โดยปริมาตรรวมยงัคงที่ เพือ่ใหมี้ระยะเวลาสมัผสั (Contact time) ระหวา่งก๊าซและของเหลวที่หยด
ลงมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก  
สารเคมี วสัดุและอุปกรณ์ต่างๆที่ใชใ้นการทดลอง 
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1. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือเอ็นเอ็มเอส (nitrate mineral salt: NMS) 
 
ส่วนประกอบ 
 
  MgSO4.7H2O   1  กรัม 
  KNO3    1  กรัม 
  Na2HPO4.7H2O   0.717  กรัม 
  KH2PO4    0.272  กรัม 
  CaCl2.6H2O   0.2  กรัม 
  Ferric ammonium EDTA  0.004  กรัม 
  trace element solution  0.5  มิลลิลิตร 
 
trace element solution 
 
  EDTA    0.5  กรัม 
  FeSO4.7H2O   0.2  กรัม 
  ZnSO4.7H2O   0.01  กรัม 
  MnCl2.4H2O   0.003  กรัม 
  HBO    0.03  กรัม 
  33CoCl2.6H2O   0.02  กรัม 
  CaCl2.2H2O   0.001  กรัม 
  NiCl.6H2O   0.002  กรัม 
  22Na2MoO4.2H2O  0.003  กรัม 
  distilled water   1.0  ลิตร 
 
ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ ปรับค่าความเป็นกรดด่าง (pH) เป็น 6.9 แลว้น า
อาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวไปฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ า (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที 
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2. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ 
 

ส่วนประกอบ 
 
  K2HPO4   2.1402   กรัม 
  KH2PO4    1.0472   กรัม 
 
ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ ปรับค่าความเป็นกรดด่าง (pH) เป็น 7.0 แลว้น า
สารละลายดงักล่าวไปฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ า (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที 
 

3. คอลัมน์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ก๊าซ 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ก1  ชนิดของคอลมัน์ที่ใชใ้นการวเิคราะห์ก๊าซ 
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ภาพผนวกที่ ก2  อุปกรณ์ต่อเขา้ถงัปฏิกิริยา 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ก3  อุปกรณ์เก็บตวัอยา่ง 
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ภาคผนวก ข  
ขั้นตอนการศึกษาเช้ือเมทาโนโทรฟดว้ยเทคนิคฟิชและ                                                                       

การเตรียมตวัอยา่งก่อนส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
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1. ขั้นตอนการศึกษาและวิคราะห์จ านวนเช้ือเมทาโนโทรฟ Type I และ Type II ด้วยเทคนิคฟิช 
  

ขั้นแรกเร่ิมจากน าตวัอยา่งที่ตอ้งการจะศึกษา มา fixed cells เพือ่ช่วยใหเ้ซลลค์งสภาพ
หลงัจากที่เก็บตวัอยา่งมา เม่ือผา่นขั้นตอนน้ีตวัอยา่งจะอยูใ่นรูปสารละลาย ต่อมาน า fixed cells 
ดงักล่าวมาเกล่ียลงบน slide หลุม ส าหรับการท า FISH ซ่ึง slide ที่น ามาใชน้ั้นตอ้งผา่นกระบวนการ
เคลือบก่อนเพือ่ช่วยใหต้วัอยา่งที่มองผา่นกลอ้งมีความคมชดัขึ้น   ซ่ึงขั้นตอนการ fixed cell และ
การเคลือบ slide นั้น จะใชว้ธีิการใดขึ้นอยูก่บัชนิดของเช้ือวา่เป็นแกรมบวกหรือแกรมลบ จากนั้น
ท าการ immobilization cells ดว้ย EtOH 3 ความเขม้ขน้คือ 50% 80% และ 98% ตามล าดบั เพือ่ดึงน ้ า
ออกจากเซลล ์และเป็นการตรึงเซลลใ์หอ้ยูบ่น slide ถดัมาเป็นขั้นตอนส าคญัสุดนัน่คือการ 
hybridization ซ่ึงเป็นการท าให ้probes ไปจบักบัสายดีเอ็นเอของเช้ือที่ตอ้งการวเิคราะห์ โดยท าใน
สภาวะที่เหมาะสมซ่ึงขึ้นกบัชนิดของ probe ที่ใชด้ว้ย จากนั้นท าการ washing เพือ่ลา้งส่วนที่ไม่
ตอ้งการออกไป 

  
probes คือสายดีเอ็นเอเสน้สั้นๆ มีความยาวประมาณ 20 เบส ในที่น้ีท  าการติดสารเรืองแสง

ที่ปลาย probes ใชสี้ที่ช่วยใหม้องเห็นภายใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซน้ส์ในช่วงความยาวคล่ืนสีเขียว  
 

  เม่ือผา่นขั้นตอนการติด probes แลว้ ท  าการติดสารเรืองแสงอีกชนิดในตวัอยา่งเดียวกนัเพือ่
ใชเ้ปรียบเทียบปริมาณเช้ือ ในที่น้ีใช ้dapi ซ่ึงมองเห็นในช่วงความยาวคล่ืนสีน ้ าเงิน เม่ือติดสารเรือง
แสงครบ 2 สี ท าการหยด antifade reagent ในแต่ละหลุม เพือ่ป้องกนัการเลือนหาย (fade) ของสาร
เรืองแสง โดย antifade มีส่วนช่วยใหส่้องตวัอยา่งไดน้านขึ้น จากนั้นปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด์
แบบยาว ทาขอบสไลดด์ว้ยน ้ ายาทาเล็บเพือ่กนัเล่ือน จากนั้นน าไปเก็บไวท้ี ่-20 องศาเซลเซียส 
 
 จากนั้นน าสไลดท์ี่เตรียมเสร็จมาส่องภายใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซนต ์เพือ่ดูการเรืองแสงของ
เช้ือ แลว้ท าการถ่ายภาพผา่นกลอ้งจุลทรรศน์ และสุดทา้ยน าภาพที่ถ่ายไปวเิคราะห์ปริมาณเช้ือแต่ละ
ชนิดต่อไป 
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2. การเตรียมตัวอย่างก่อนส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM) 
 
ตารางผนวกที่ ข1  ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งก่อนส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
 
 Chemical Temperature Time Repetitions 
Primary fixation 2.5% 

glutaraldehyde in 
distilled water 

room or 0-4°C 1-2 hours or 
microwave* 

1 

Wash distilled water room or 0-4°C 10-20 minutes 3-5 
Secondary 
fixation 

1-4% osmium 
tetroxide in 
distilled water 

room or 0-4°C 1-2 hours 1 

Wash distilled water room or 0-4°C 10-20 minutes 3-5 
Dehydration 25% ethanol 

50% ethanol 
70-75% ethanol 
90-95% ethanol 
100% ethanol 

room or 0-4°C 10 minutes  
10 minutes  
10 minutes  
10 minutes  
10 minutes 

1 
1 
1 
1 
2 

Critical point dry     
Mount on specimen stub with silver paste or graphite      
Coat with gold/palladium alloy     
Store stubs in desiccator     
 

* MICROWAVE FIXATION 
 

 Place glass and grid sheet in microwave with numbered coordinates aligned with left 
edge of plate. 

 Place 400-ml beaker with 300 ml distilled water in back left corner of the oven.  
 Heat on COOK 1-2 min.  
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 Replace heated beaker with fresh beaker of water (same amount and same position in 
microwave)  

 Place 3 ml of sample in fixative in flat bottom glass tube.  
 Place tube on square at X-18 coordinates.  
 Heat 15 sec on COOK 1. 
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ภาคผนวก ค  
การค านวณและผลการทดลอง 
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1. การค านวณปริมาณตัวกลาง 
 

a. เม็ดพลาสติก 
 
เสน้ผา่นศูนยก์ลาง  =  5 มม. 
พื้นที่ผวิ   =  4πr2  

=  4 x 3.14 x (2.5x10-3)  
=  7.85 x 10-5 ม2 

Working volume  =  800  มล. มีค่าเทียบเท่า Working depth = 40 ซม. 
จากการศึกษาที่ผา่นมามีการเติมตวักลางในสดัส่วน 30-40 % ของ working depth 

เพราะฉะนั้น จึงเติมตวักลาง   =  0.35 x 0.4  
=  0.14 ม. หรือประมาณ 6,500 ช้ิน 

พื้นที่ผวิรวมทั้งหมดของตวักลาง  =  พื้นที่ผวิตวักลาง 1 ช้ิน x จ  านวนตวักลาง 
=  7.85 x 10-5 x 6,500  
=  0.51 ม2 

ปริมาตรรวมทั้งหมดของตวักลาง   =  0.51 x 0.14  
=  0.071 ม3 
 

b. ฟองน ้า 
 
กวา้ง, ยาว, สูง   =  1 ซม. 
พื้นที่ผวิ    =  6 x (กวา้ง x ยาว)  
    =  6 x 10-2 x 10-2  

=  6 x 10-4 ม2 
Working volume = 800 มล. มีค่าเทียบเท่า Working depth = 40 ซม. 

จากการศึกษาที่ผา่นมาเพือ่ใหไ้ดป้ริมาตรรวมทั้งหมดของตวักลางเท่ากบัเม็ดพลาสติก 
0.071 ม3 จึงตอ้งเติมตวักลาง ในสดัส่วน 80 % ของ working depth = 0.80 x 0.4 = 0.32 ม. 
พื้นที่ผวิรวมทั้งหมดของตวักลาง = ปริมาตรรวมทั้งหมดของตวักลาง/ความสูงของชั้นตวักลาง 
    =  0.071/0.32  

=  0.22 ม2 
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จ  านวนตวักลางทั้งหมด   =  พื้นที่ผวิรวมทั้งหมดของตวักลาง/พื้นที่ผวิตวักลาง 1 ช้ิน 
    =  0.22/6 x 10-4 

    =  367 ช้ิน 
 
2. การค านวณปริมาณเมทานอล 

 

 
 

ภาพผนวกที่ ค1  กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้เมทานอลกบัพื้นที่ใตก้ราฟโครมาโตกราฟ 
 

ตวัอยา่ง 
 
พื้นที่กราฟโครมาโตกราฟ = 250,000 
ความเขม้ขน้ของเมทานอล = 0.0021(250,000)-36.29 
    = 488.71 µM  
หรือปริมาณเมทานอล  = 488.71 µmol/L x 800 mL 
    = 390.97 µmol CH3OH 
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3. การค านวณปริมาณมีเทน 

 
3.1 Mixture gas CH4:CO2 (60:40) upflow 

 
ก าหนดให ้ CH4 feeding  =  2 mL/min   

=  2.88 L/d  
จาก   PV = nRT 
   n = PV/RT 

    =  ..... (1) 

     

=  

      
= 1.112 g/day 
 

3.2 CH4 in headspace  (ใชสู้ตร PV = nRT; V= 1.2 L) 
 
ตารางผนวกที่ ค1  องคป์ระกอบของก๊าซในถงัปฏิกิริยา 
 
Gas Area Correction Factor Correction Area 

(Area * Corr. F) 
CH4 
CO2 
O2 
N2 

3367.91 
817.91 
2141.83 
11453.10 

1.00 
0.7 
0.45 
0.55 

3367.91 
572.54 
963.82 
6299.21 

 

วธีิคิด % CH4  =  x 100 

 

=  x 100 
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= 30.06 
 

3.3 CH4 in solution (สามารถค านวณโดยอาศยั Henry’s law) 
 

 จากสมการ  Pg = H (Xg) 
    PT 
โดย  Pg = สดัส่วนโมลของก๊าซในอากาศ (mol gas/mol air) 
  H = ค่าคงที่ของก๊าซตามกฎของเฮนร่ี (atm .  mol gas/mol air   ) 
                           mol gas/mol water 
  PT = ความดนัทั้งหมด (1 atm) 
  Xg = สดัส่วนโมลของก๊าซในน ้ า (mol gas/mol water) 
  Xg = ng / (ng+ nw) 
  ng = โมลของก๊าซในอากาศ 
  nw = โมลของก๊าซในน ้ า 

 
ตวัอยา่ง พื้นที่ใตก้ราฟของมีเทนจากบรรยากาศเหนือสารละลายในถงัปฏิกิริยาชีวภาพเท่ากบั 12 % 

จากก๊าซทั้งหมด ดงัค่าการละลายอ่ิมตวัของมีเทนในสารละลาย 
จากสมการ   Pg = H (Xg) 

 PT 
แทนค่า   Pg = 0.12 mol CH4/mol air 
  H = 37,600 (ที่มา: Metcalf and Eddy, Inc. 2004) 
  PT = ความดนัทั้งหมด (1 atm) 
ดงันั้น  Xg = Pg.PT 
      H 
   = (0.12 mol CH4/mol air)(1 atm)  

     37,600  (atm.  mol CH4/mol air   ) 
                    mol CH4/mol water 

   = 3.19 x 10-6 mol CH4/mol water 
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น ้ า 1 ลิตร เท่ากบั น ้ า 1 กิโลกรัม เท่ากบั 1,000 กรัม 
มวลโมเลกุลของน ้ า เท่ากบั 18 ดงันั้น โมลของน ้ า 1,000 กรัม เท่ากบั 1,000/18 = 55.6 โมล 
จาก  Xg  = ng /( ng+ nw) 
ดงันั้น  3.19 x 10-6 = ng / (ng+ 55.6) 
เน่ืองจาก ng+ 55.6  = 55.6 (เน่ืองจาก ng มีค่านอ้ยมาก) 

ng  = 1.77 x 10-4 mol 
เพราะฉะนั้น  Cs  = (1.77 x 10-4 mol/L)(16 g/mol)(1000 mg/g) 

= 2.84 mg/L 
 
4. การค านวณสมดุลมวลสารในระบบ  
 

(อา้งอิงขอ้มูลจากตารางผนวกคและจากการทดลองจริงคิดจากมวลสารที่เปล่ียนแปลง
ตลอดระยะเวลาเดินระบบ 30 วนั) 

CH4 consumption = CH4 feeding – CH4 in headspace 
CH4 consumption = 2.088 mol/mnth – 0.31 mol/mnth 

      = 1.778 mol/mnth 
CO2 ที่เกิดขึ้น   = CO2 in headspace 
    = 0.26 mol/mnth 
CH3OH    = 8,648 µM หรือเท่ากบั 0.0069 mol in 800 mL sol. 
 
จากนั้นจึงน าค่าต่างๆที่ค  านวณไดม้าดุลสมการการผลิตเมทานอลเพือ่หาค่า excess air, a 

และ b เพือ่ท  าใหส้มการสมบูรณ์ 
1.778CH4 + (excess air )O2            0.007CH3OH + 0.260CO2 + (a)H2O + (b)biomass 
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ตารางผนวกที่ ค2  ความเขม้ขน้เมทานอลเฉล่ียโดยตวักลางแต่ละชนิด 
 

วนัท่ี 
ความเขม้ขน้เมทานอล (µM) 

เมด็พลาสติก ฟองน ้า 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

0 
0 
0 
0 

27.99 
45.15 
80.5 
78.37 

126.55 
159.1 

234.85 
366.98 
427.03 
519.76 
525.58 
445.09 
280.75 
286.67 
194.53 
152.11 
218.4 

145.95 
100.62 
67.85 
87.39 
46.01 

103.42 
85.48 
69.98 
75.04 

 

0 
0 
0 

58.92 
90.33 
130.2 
100.9 

183.26 
262.51 
348.42 
456.05 
601.74 
794.45 

551 
411.18 
253.38 
198.05 
120.54 
108.21 
129.78 
84.46 
104.7 
51.09 
58.5 

135.75 
90.54 
86.24 
77.01 
122.8 
88.95 
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ตารางผนวกที่ ค3  ความเขม้ขน้เมทานอลเฉล่ียแต่ละระยะเวลากกัเก็บ 
 

วนัท่ี 
ความเขม้ขน้เมทานอล (µM) 

HRT 1 วนั HRT  3 วนั HRT 5 วนั 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

36.91 
156.61 
881.19 
402.03 
98.05 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

 

0 
0 

144.55 
398.23 
166.41 
131.82 
122.67 
97.52 
83.1 

76.42 
65.39 
82.98 
95.47 
74.09 
102.63 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

 

0 
0 
0 

58.92 
90.33 
130.2 
100.9 
183.26 
262.51 
348.42 
456.05 
601.74 
794.45 

551 
411.18 
253.38 
198.05 
120.54 
108.21 
129.78 
84.46 
104.7 
51.09 
58.5 

135.75 
90.54 
86.24 
77.01 
122.8 
88.95 
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ตารางผนวกที่ ค4  ความเขม้ขน้เมทานอลแต่ละค่าอตัราหมุนเวยีนสารละลาย 
 

วนัท่ี 
ความเขม้ขน้เมทานอล (µM) 

2 mL/min 20 mL/min 200 mL/min 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

0 
0 
0 
0 
0 

66.38 
58.55 
46.11 
123.87 
104.6 
185.83 
139.75 
269.05 
355.78 
400.62 
286.89 
537.12 
694.41 
403.56 
508.42 
247.91 
108.06 
153.65 
90.52 
109.81 
62.74 
81.99 
103.54 
42.35 
115.3 

 

0 
0 
0 

58.92 
90.33 
130.2 
100.9 
183.26 
262.51 
348.42 
456.05 
601.74 
794.45 

551 
411.18 
253.38 
198.05 
120.54 
108.21 
129.78 
84.46 
104.7 
51.09 
58.5 

135.75 
90.54 
86.24 
77.01 
122.8 
88.95 

 

0 
0 
0 

87.15 
124.29 
176.95 
156.73 
172.05 
246.89 
345.18 
278.94 
402.51 
467.3 

568.05 
731.25 
638.24 
513.49 
429.15 
282.47 
331.72 
330.55 
268.14 
272.75 
304.48 
274.35 
315.52 
255.93 
219.84 
201.36 
253.11 
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ตารางผนวกที่ ค5  ความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิโดยตวักลางแต่ละชนิด 
 

วนัที่ 
pH Temperature (°C) 

PL SP PL SP 
0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 

6.69 
6.86 
6.96 
6.65 
6.57 
6.53 
6.67 

6.53 
6.66 
6.76 
7.01 
6.78 
6.99 
6.75 

28.6 
30.9 
29.2 
26.5 
29.4 
27.1 
28.8 

26.9 
26.5 
29.5 
29.1 
27.9 
27.5 
28.6 

 
ตารางผนวกที่ ค6  ความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิแต่ละระยะเวลากกัเก็บ 
 

วนัที่ 
pH Temperature (°C) 

HRT (day) HRT (day) 
1 3 5 1 3 5 

0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 

6.56 
6.63 
6.75 
6.78 
6.80 
6.90 
6.85 

6.67 
6.87 
6.91 
6.86 
6.69 
6.74 
6.93 

6.53 
6.66 
6.76 
7.01 
6.78 
6.99 
6.75 

25.8 
27.9 
25.4 
26.8 
29.2 
27.1 
26.6 

26.2 
28.3 
25.4 
26.7 
28.9 
26.5 
25.7 

26.9 
26.5 
29.5 
29.1 
27.9 
27.5 
28.6 
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ตารางผนวกที่ ค7  ความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิแต่ละอตัราการหมุนเวยีนสารละลาย 
 

วนัที่ 
pH Temperature (°C) 

LRR (mL/min) LRR (mL/min) 
2 20 200 2 20 200 

0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 

6.55 
6.60 
6.77 
6.65 
6.82 
6.74 
6.89 

6.53 
6.66 
6.76 
7.01 
6.78 
6.99 
6.75 

6.56 
6.78 
6.85 
6.89 
6.91 
6.95 
6.82 

25.1 
26.8 
24.9 
25.5 
27.3 
28.5 
27.3 

26.9 
26.5 
29.5 
29.1 
27.9 
27.5 
28.6 

26.3 
26.8 
25.5 
26.0 
27.9 
28.5 
28.1 

 
ตารางผนวกที่ ค8  ปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าโดยตวักลางแต่ละชนิด 
 

วนัที่ ระดบัความลึก (cm) 
DO (mg/L) 

PL SP 
1-15 0 

10 
20 
30 

6.43 
6.01 
5.38 
4.81 

6.52 
6.24 
5.56 
5.3 

16-30 0 
10 
20 
30 

5.04 
4.65 
4.23 
3.97 

5.6 
5.25 
4.98 
4.45 
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ตารางผนวกที่ ค9  ปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าแต่ละระยะเวลากกัเก็บโดยใชโ้พรป 
 

วนัที่ 
ระดบัความลึก 

(cm) 
DO (mg/L) 

HRT 1 day HRT 3 day HRT 5 day 
1-15 0 

10 
20 
30 

6.20 
5.85 
5.67 
5.30 

6.19 
5.89 
5.54 
5.25 

6.52 
6.24 
5.56 
5.3 

16-30 0 
10 
20 
30 

5.76 
5.48 
5.19 
4.83 

5.57 
5.32 
4.95 
4.60 

5.6 
5.25 
4.98 
4.45 

 
ตารางผนวกที่ ค10  ปริมาณออกซิเจนละลายน ้ าแต่ละอตัราการหมุนเวยีน 
 

วนัที่ 
ระดบัความลึก 

(cm) 
DO (mg/L) 

LRR 2 mL/min LRR 20 mL/min LRR 200 mL/min 
1-15 0 

10 
20 
30 

5.35 
4.84 
4.65 
4.11 

6.52 
6.24 
5.56 
5.3 

6.76 
6.32 
6.05 
5.64 

16-30 0 
10 
20 
30 

5.01 
4.79 
4.34 
3.98 

5.6 
5.25 
4.98 
4.45 

6.23 
5.89 
5.48 
5.25 
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ตารางผนวกที่ ค11  ปริมาณมีเทนละลายน ้ าโดยตวักลางแต่ละชนิด 
 

วนัที่ 
CH4 (mg/L) 

PL SP 
0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 

0.027 
0.032 
0.044 
0.030 
0.063 
0.084 
0.071 

0.027 
0.059 
0.052 
0.093 
0.075 
0.114 
0.094 

 
ตารางผนวกที่ ค12  ปริมาณมีเทนละลายน ้ าแต่ละระยะเวลากกัเก็บ 
 

วนัที่ 
CH4 (mg/L) 

HRT 1 day HRT 3 day HRT 5 day 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 

0.032 
0.045 
0.060 
0.086 
0.071 
0.092 
0.108 

0.023 
0.038 
0.047 
0.080 
0.091 
0.071 
0.094 

0.027 
0.059 
0.052 
0.093 
0.075 
0.114 
0.094 
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ตารางผนวกที่ ค13  ปริมาณมีเทนละลายน ้ าแต่ละอตัราการหมุนเวยีน 
 

วนัที่ 
CH4 (mg/L) 

LRR 2 mL/min LRR 20 mL/min LRR 200 mL/min 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 

0 
0.017 
0.035 
0.056 
0.067 
0.084 
0.061 

0.005 
0.027 
0.042 
0.058 
0.114 
0.067 
0.089 

0.101 
0.162 
0.140 
0.173 
0.238 
0.187 
0.240 

 
ตารางผนวกที่ ค14  ปริมาณเช้ือเฉล่ียที่หลุดจากระบบโดยตวักลางแต่ละชนิด 
 

วนัที่ 
VS (mg/L) 

PL SP 
0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 

0 
62.5 
63.3 
58 

61.3 
61.5 
61.3 

0 
54.5 
44.3 
43.5 
42.5 
45 

44.5 
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ตารางผนวกที่ ค15  ปริมาณเช้ือเฉล่ียที่หลุดจากระบบแต่ละระยะเวลากกัเก็บ 
 

วนัที่ 
VS (mg/L) 

HRT 1 day HRT 3 day HRT 5 day 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 

0 
36 

37.8 
34 

30.8 
25.5 
28.5 

0 
52.5 
49.3 
39.5 
36.8 
36.5 
35.5 

0 
54.5 
44.3 
43.5 
42.5 
45 

44.5 
 
ตารางผนวกที่ ค16  ปริมาณเช้ือเฉล่ียที่หลุดจากระบบแต่ละอตัราการหมุนเวยีน 
 

วนัที่ 
VS (mg/L) 

LRR 2 mL/min LRR 20 mL/min LRR 200 mL/min 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 

0 
54.5 
52 
47 

43.8 
51 

45.5 

0 
54.5 
44.3 
43.5 
42.5 
45 

44.5 

0 
60 

56.3 
54.5 
51.0 
48 

48.3 
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ตารางผนวกที่ ค17  ปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟโดยตวักลางแต่ละชนิด 
 

วนัที่ ระดบัความลึก (cm) 
PL SP 

Type I (%) Type II (%) Type I (%) Type II (%) 
0 - 13.53 28.16 12.98 27.09 
10 0 

10 
20 
30 

10.5 
13.67 
11.94 
14.40 

18.96 
25.85 
68.45 
41.52 

14.06 
11.57 
12.85 
13.75 

18.5 
23.4 
25.26 
23.69 

20 0 
10 
20 
30 

13.6 
12.25 
12.48 
14.15 

13.55 
20.47 
40.55 
24.62 

12.11 
10.68 
11.90 
14.22 

24.75 
23.11 
28.05 
34.48 

30 0 
10 
20 
30 

13.45 
11.76 
11.2 
12.88 

10.35 
26.75 
37.21 
25.8 

10.98 
9.59 
13.65 
11.78 

17.96 
21.67 
14.3 
29.5 
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ตารางผนวกที่ ค18  ปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟแต่ละระยะเวลากกัเก็บ 
 

วนัที่ 
ความลึก 

(cm) 

HRT (day) 
1 3 5 

Type I (%) Type II (%) Type I (%) Type II (%) Type I (%) Type II (%) 

0 - 13.21 35.74 12.85 31.40 12.98 27.09 
10 0 

10 
20 
30 

10.66 
9.82 

10.01 
11.45 

25.15 
24.2 
24.18 
19.56 

13.56 
12.1 
11.87 
13.02 

20.62 
24.7 
28.75 
26.22 

14.06 
11.57 
12.85 
13.75 

18.5 
23.4 
25.26 
23.69 

20 0 
10 
20 
30 

9.5 
7.85 
9.45 
10.2 

16.05 
14.35 
15.44 
11.1 

10.45 
11.28 
10.9 
12.45 

21.65 
15.63 
19.37 
25.88 

12.11 
10.68 
11.90 
14.22 

24.75 
23.11 
28.05 
34.48 

30 0 
10 
20 
30 

8.75 
6.45 
7.05 
12.4 

9.65 
11.67 
13.49 
12.86 

10.65 
9.88 
10.24 
11.66 

22.84 
13.39 
24.77 
18.95 

10.98 
9.59 
13.65 
11.78 

17.96 
21.67 
14.3 
29.5 
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ตารางผนวกที่ ค19  ปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟแต่ละอตัราการหมุนเวยีน 
 

วนัที่ 
ความลึก 

(cm) 

LRR (mL/min) 
2 20 200 

Type I (%) Type II (%) Type I (%) Type II (%) Type I (%) Type II (%) 

0 - 16.30 38.55 12.98 27.09 16.30 38.55 
10 0 

10 
20 
30 

15.41 
12.75 
16.23 
15.1 

32.58 
28.39 
34.2 
27.04 

14.06 
11.57 
12.85 
13.75 

18.5 
23.4 
25.26 
23.69 

14.55 
12.86 
15.2 
16.87 

32.10 
28.68 
35.57 
30.46 

20 0 
10 
20 
30 

11.79 
13.68 
14.3 

12.57 

26.77 
29.45 
30.95 
24.15 

12.11 
10.68 
11.90 
14.22 

24.75 
23.11 
28.05 
34.48 

12.45 
15.56 
17.2 
13.98 

24.75 
23.10 
28.05 
34.48 

30 0 
10 
20 
30 

14.85 
14.02 
11.27 
15.93 

25.27 
28.11 
25.43 
30.80 

10.98 
9.59 
13.65 
11.78 

17.96 
21.67 
14.3 
29.5 

14.1 
11.95 
13.62 
14.55 

23.96 
21.67 
30.42 
29.54 
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ตารางผนวกที่ ค20  องคป์ระกอบของก๊าซภายในระบบจากการศึกษาชนิดตวักลาง 
 

วนัที่ 
Gas composition (%) 

PL SP 
CH4 CO2 O2 CH4 CO2 O2 

1 23.25 17.43 8.9 22.85 16.24 8.6 
5 21.84 16.32 7.95 21.9 17.03 9.52 

10 24.36 15.69 7.32 23.62 15.39 6.79 
15 22.79 16.11 7.5 23.54 15.08 8.55 
20 20.51 13.12 9.39 24.67 14.48 8.26 
25 19.6 15.9 10.04 22.38 16.87 7.56 
30 21.62 18.66 8.64 23.5 17.68 6.87 

 
ตารางผนวกที่ ค21  องคป์ระกอบของก๊าซภายในระบบจากการแปรผนัระยะเวลากกัเก็บ 
 

วนัที่ 
Gas composition (%) 

HRT 1 day HRT 3 day HRT 5 day 
CH4 CO2 O2 CH4 CO2 O2 CH4 CO2 O2 

1 
5 
10 
15 
20 
25 
30 

25.23 
23.26 
24.65 
24.51 
26.79 
24.83 
25.51 

16.89 
15.48 
14.03 
16.35 
15.48 
16.28 
15.27 

8.45 
9.12 
9.52 
7.86 
8.3 
7.24 
7.56 

25.20 
24.10 
22.00 
26.50 
23.40 
22.00 
22.50 

14.37 
14.29 
13.43 
12.86 
14.95 
15.87 
16.1 

9.48 
8.55 
7.09 
6.99 
7.43 
7.03 
6.92 

22.85 
21.90 
23.62 
23.54 
24.67 
22.38 
23.50 

16.24 
17.03 
15.39 
15.08 
14.48 
16.87 
17.68 

8.6 
9.52 
6.79 
8.55 
8.26 
7.56 
6.87 
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ตารางผนวกที่ ค22  องคป์ระกอบของก๊าซภายในระบบจากการแปรผนัอตัราการหมุนเวยีน 
 

วนัที่ 
Gas composition (%) 

LRR 2 mL/min LRR 20 mL/min LRR 200 mL/min 
CH4 CO2 O2 CH4 CO2 O2 CH4 CO2 O2 

1 
5 
10 
15 
20 
25 
30 

22.79 
24.28 
23.75 
23.96 
21.38 
20.74 
19.67 

15.36 
17.21 
14.90 
16.45 
17.08 
15.72 
16.44 

8.31 
7.58 
9.44 
7.85 
6.83 
8.69 
7.65 

22.85 
21.90 
23.62 
23.54 
24.67 
22.38 
23.50 

16.24 
17.03 
15.39 
15.08 
14.48 
16.87 
17.68 

8.6 
9.52 
6.79 
8.55 
8.26 
7.56 
6.87 

24.43 
21.55 
20.38 
21.84 
19.50 
22.06 
20.35 

16.49 
18.01 
18.34 
17.55 
17.98 
18.55 
19.08 

7.48 
9.06 
8.54 
10.01 
9.10 
8.32 
7.05 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    
107 

ประวตัิการศึกษา และการท างาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวกนกวรรณ หนูช่วย 
วนั เดือน ปี ที่เกิด 31 ตุลาคม 2526 
สถานที่เกิด  สุราษฎร์ธานี 
ประวตัิการศึกษา 2549 วท.บ. (วทิยาศาสตร์และเทคโนโลยส่ิีงแวดลอ้ม) 

คณะส่ิงแวดลอ้มและทรัพยากรศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัมหิดล 

ต าแหน่งหนา้ที่การงานปัจจุบนั นิสิตปริญญาโท ภาควชิาวศิวกรรมส่ิงแวดลอ้ม คณะ
วศิวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

สถานที่ท  างานปัจจุบนั - 
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวชิาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรั้บ ทุนสถาบนัวจิยัและพฒันาแห่งมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์

(KURDI) 
 
 




