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อุปกรณและวิธีการ

สําหรับการวิจัยครั้งนี้เปนการจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่
ฝงกลบมูลฝอยที่มีผลตอการเกิดมีเทนออกซิเดชัน  โดยในงานวิจัยครั้งนี้ประกอบไปดวยอุปกรณ
และวิธีการดังตอไปนี้

อุปกรณ

1.  ตัวอยางดินสําหรับการทดลอง

ในการดําเนินการทดลองครั้งนี้ไดทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
ของสถานกําจัดมูลฝอย อ. ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ซึ่งเปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยของจังหวัด
ปทุมธานีที่มีอายุการใชงาน 8 ปและมีขนาดพื้นที่ 30,000 ตารางเมตร (100 X 300 ตารางเมตร) ดัง
แสดงในภาคผนวกที่ ก1 และ ก2 โดยไดทําการศึกษาที่ระดับความลึกตางๆ คือ 0–15, 16–30, 31–
45, และ 46–60 เซนติเมตร ในการเก็บตัวอยางดินในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนี้ไดดําเนินการเก็บใน
เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2548 ซึ่งเปนชวงฤดูฝน โดยอาศัยเครื่อง Core soccer ในการขุดเจาะเพื่อเก็บ
ตัวอยางดินที่ระดับความลึกดังกลาวและทําการเก็บตัวอยางแบบสุมทั้งหมด 5 จุดดวยกันโดย
ตําแหนงและบริเวณที่ทําการเก็บตัวอยางดินและกาซจากปากทอระบายกาซนั้นดังแสดงในภาพที่ 8 
หลังจากนั้นจึงนําตัวอยางดินดังกลาวมาวิเคราะหลักษณะสมบัติตางๆทางเคมีเบื้องตนทันทีและเก็บ
รักษาตัวอยางดินที่อุณหภูมิ  -20 oซ  เพื่อใชในการศึกษาคุณสมบัติทางจุลชีววิทยาและกิจกรรมของ
เชื้อเมทาโนโทรฟตอไป (APHA,1997)
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จุดเก็บที่  1 จุดเก็บที่  2 Not Detected

           

จุดเก็บที่  5

                     
        

จุดเก็บที่  4 จุดเก็บที่  3

ภาพที่ 8  ตําแหนงดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและปากทอระบายกาซที่ทําการศึกษา

2.  กาซโครมาโตกราฟ (Gas Chromatograph) รุน GC 6890 Agilent Technologies Model : 
G 1530A

สภาวะที่ใชในการวิเคราะหกาซ

ชองนําตัวอยางชนิด EPC Purged Packed Inlet ตั้งอุณหภูมิที่ 105 oซ คอลัมนยี่หอ Alltech 
CTRT (Part No. 8700) อุณหภูมิของคอลัมน 35 oซ อัตราการไหลของกาซฮีเลียมเทากับ 30 
มิลลิลิตรตอนาที  และชวงเวลาในการวิเคราะหนาน  11 นาที  และใชดีเทคเตอร (Detector)  ชนิดที
ซีดี (TCD ; Thermal Conductivity Detector )  อุณหภูมิของ  Detector เทากับ  150 oซ

3. กาซมีเทนความเขมขนรอยละ 99.9 ซึ่งเปน standard gas ใชเปนแหลงอาหารสําหรับ
จุลินทรีย

4. ขวดซีรัมขนาด  20  และ  118  มิลลิลิตร
5. กลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรสเซนต  ยี่หอ  OLYMPUS
6. โพรปชนิดตางๆ  สังเคราะหจากบริษัท  Bioservice  Unit
7. สไลดชนิดหลุมขนาด  14  หลุม
8. เครื่อง Laminar Flow  Biological Safety Cabinets (Class II)
9. เครื่องชั่งน้ําหนักละเอียด  ยี่หอ Precisa รุน 240A 

50 เมตร

300 เมตร
100 เมตร

1 2 3

4

25 เมตร

25 เมตร
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10. เครื่องวัดพีเอช (pH meter)  ยี่หอ  Metrohm
11. ตูอบ 105 °ซ  ยี่หอ  Memmert
12. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spestrophotometer)  ยี่หอ HACH รุน DR/4000U
13. เครื่องวิเคราะหเจดาลทไนโตรเจน (Kjedahl Nitrogen)
14. เครื่อง  Ultrasonic
15. ตูทําความเย็นอุณหภูมิ  -20 oซ
16. หมอนึ่งความดัน (Autoclave)  ยี่หอ  Yamato
17. อางตมน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water  bath)  ยี่หอ Memmert
18. โถสุญญากาศ (Desicator)  

วิธีการ

ในการวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาเพื่อจําแนกเชื้อจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทใน
การเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย โดยไดทําการจําแนกเชื้อ
เมทาโนโทรฟดวยวิธีการตางๆเพื่อหาความสัมพันธกับการเกิดมีเทนออกซิเดชัน  ดังนั้นจึงได
ทําการศึกษาโดยแบงการทดลองออกเปน 4 สวนดวยกัน นอกจากนี้ภายหลังจากการทําการทดลอง
เปนระยะเวลา 1 ปจึงเก็บกาซบริเวณปากทอระบายกาซในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยดังกลาวในชวงเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2549 เพื่อตรวจสอบปริมาณกาซที่ปลอยออกมาจากพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยดังกลาว
โดยไดทําการเก็บกาซในบริเวณที่ลึกลงไปจากปลองระบายกาซประมาณ 1 เมตรและนํากาซมา
จําแนกองคประกอบของกาซในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยดวยเครื่องกาซโครมาโตกราฟ ( Gas 
Chromatograph)

1.  การศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพและทางเคมีในดินของพื้นที่ที่ทําการศึกษา

ในการศึกษาลักษณะทางกายภาพและทางเคมีในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูล
ฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ทําการศึกษาอุณหภูมิ (Temperature) ความชื้น (Moisture Content)  
ความเปนกรดดาง (pH) ประเภทของดิน (Soil Texture) แอมโมเนียไนโตรเจน (NH3-N) อินทรีย
ไนโตรเจน (Organic-N) ไนไตรตไนโตรเจน (NO2-N) ไนเตรทไนโตรเจน (NO3-N) ไนโตรเจน
ทั้งหมด (TN) ฟอสฟอรัสทั้งหมด (TP) ปริมาณอินทรียคารบอนทั้งหมด (TOC) และปริมาณเอ็กซต
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ราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด (Extracellular Polysaccharides, EPS)  โดยวิธีการที่ใชในการวิเคราะห
นั้นดังแสดงในตารางที่ 12

ตารางที่ 12  รายละเอียดพารามิเตอรและวิธีการในการวิเคราะหตัวอยางดิน

พารามิเตอร วิธีการวิเคราะห

Temperature
Moisture  Content
Soil  Texture
pH
Organic-N
NH3-N
NO2-N
NO3-N
Total N
Total PO4

-3

Total Organic  Carbon
Extracellular Polysaccharides ,EPS

Thermometer
Gravimetric Method
Hydrometer Method
pH Meter
Total  N - [ (NH3-N) + (NO2-N)+ (NO3-N) ]
Colorimetric  Method
Colorimetric  Method
Colorimetric  Method
Colorimetric  Method
Acid digestion-ascorbic Acid
Colorimetric  Method
Colorimetric  Method

ที่มา : APHA (1997) ; Lowe (1993)

2.  การศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

ในการศึกษามีเทนออกซิเดชันไดดําเนินการศึกษาตามวิธีการที่ไดศึกษามากอนหนานี้  
(Kightley et al., 1995) กลาวคือ นําตัวอยางดินสดหนัก 10 กรัม ใสลงในขวดซีรัมขนาด 118  
มิลลิลิตรแลวจึงปดปากขวดดวยจุกยางและรัดดวยฝาอลูมิเนียมใหแนนกอนฉีดกาซมีเทนที่ความ
เขมขนรอยละ 99.9 ลงไป 12 มิลลิลิตรเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศภายในขวดมีความเขมขน
ของกาซมีเทนประมาณรอยละ 10 โดยปริมาตรของขวด หลังจากนั้นจึงใชแผนพาราฟลมปดปาก
ขวดอีกครั้งหนึ่งเพื่อปองกันกาซภายในขวดซีรัมออกมาดานนอกขวดและจึงทําการตรวจวัด
องคประกอบของกาซภายในขวดเริ่มตนและทุกๆ 3 วันจนกวาปริมาณกาซมีเทนภายในขวดที่
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ทําการศึกษาลดลงจนเปนศูนยเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบของกาซภายในขวดดวย
วิธีเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography) โดยในการทดลองหาคาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันดังกลาวไดทําการทดลองแบบ 2 ซ้ําตอตัวอยางและหาคาเฉลี่ยของปริมาณกาซมีเทนที่
ลดลงจากตัวอยางที่ทําการศึกษาทั้ง 5 จุด กอนนําคาดังกลาวมาคํานวณหาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันโดยการพลอตกราฟระหวางปริมาณมีเทนกับเวลา โดยในการวัดอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันนี้ทําการวัดเฉพาะชวงที่มีการเกิดปฏิกิริยาลําดับศูนย (Zero Reaction) คาที่ไดจากการ
เกิดอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันดังกลาวเปนคาสูงสุดบนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย

3. การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีโมสพรอบเอเบิลนัมเบอร (เอ็มพีเอ็น) 

ในการศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีการโมสพรอบเอเบิลนัมเบอรหรือเอ็มพีเอ็น 
(Most Probable Number, MPN) นั้นเปนการศึกษาหาปริมาณเชื้อท่ีทําการศึกษาทั้งหมดโดยการเล้ียง
เชื้อดังกลาวภายใตสภาวะที่เหมาะสมตามวิธีของ ASA (1982) โดยการนําตัวอยางดินสด 1 กรัมใส
ในน้ําเกลือสําหรับเจือจาง (NaCl 0.85%) 9.5 มิลลิลิตร ปดฝาและนําไปเขยาเปนเวลา 10 นาทีที่
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที แลวจึงนําสารละลายที่สกัดไดมาทําการเจือจางใหมีความเขมขนที่  
100-10-6 (จํานวน 7 เทา) โดยทําในระบบ 3 หลอดแลวจึงดูดสารละลายดินเจือจาง 1 มิลลิลิตรใสลง
ในขวดอาหารซีรัมขนาด 20 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลวชนิดไนเตรทมิเนอรรัลซอลทหรือเอ็นเอ็มเอส 
อยู 5 มิลลิลิตร (Nitrate Mineral Salt Medium, NMS Medium) ที่ผานการฆาเชื้อภายใตอุณหภูมิและ
ความดันสูงเพื่อปองกันไมใหเชื้อจุลินทรียกลุมอื่นเจริญภายในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว โดยอาหาร
เหลวเอ็นเอ็มเอสนี้จัดเปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟที่
สามารถเจริญไดในภาวะที่เปนกลางเนื่องจากมีคาความเปนกรดดางที่ 8.3 หลังจากนั้นจึงปดฝาขวด
และฉีดกาซมีเทนที่ความเขมขนรอยละ 99.9 ลงไป 2 มิลลิลิตรเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศ
ภายในขวดมีความเขมขนของกาซมีเทนประมาณรอยละ 10 โดยปริมาตรของขวด  แลวจึงทําการ
ตรวจวัดองคประกอบของกาซภายในขวดเริ่มตนดวยเครื่องวิเคราะหกาซ (Gas Chromatography) 
แลวจึงเก็บขวดอาหารเลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oซ) นาน 45 วัน และทําการตรวจวัด
องคประกอบของกาซอีกครั้งเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบของกาซที่เกิดขึ้นภายใน
ขวด (ASA , 1982)  กอนนําคาผลจํานวนขวดทดลองที่มีการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ความ
เขมขนใดๆไปเปรียบเทียบกับตารางเอ็มพีเอ็นมาตรฐานหรือสามารถคํานวณไดดังสมการที่  8  
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MPN / g  Soil    =    จํานวนขวดที่ใหผลบวก  X  ปริมาตรน้ําเจือจางทีใ่ช (ml.)                  (8)

4.  การตรวจหาปริมาณและจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1  ,  2  และแบคทีเรียชนิดไนตริไฟอิง
ดวยวิธีฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบรไิดเซชัน

ในการศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณดวยวิธีการฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซ
ชันหรือฟช (Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) นั้นไดอาศัยวิธีการของ Amann and Ludwig 
(2000) สามารถทําไดโดยการนําดินสด 3 กรัมใสในน้ําเกลือสําหรับเจือจาง (NaCl 0.85%) 9.5 
มิลลิลิตร ปดฝาและนําไปเขยาเปนเวลา 10 นาทีที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีและนําสารละลาย
ที่สกัดไดทําการปนเปนเนื้อเดียว (Homoginizer) เพื่อบดยอยอนุภาคดินใหละเอียดมากยิ่งขึ้นและทํา
การปนตกที่ความเร็วรอบ 10000 xg

ดูดสวนใสจากสารละลายดินที่สกัดออกมา 300 ไมโครลิตรลงใน 900 ไมโครลิตรของ 4%  
paraformaldehyde (เตรียมใน 3 PBS, pH 7.2) เพื่อตรึงเซลลแลวจึงนําตัวอยางดังกลาวเก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการลาง 3 PBS ดวย 1 PBSโดยทําการปนตกและดดู
สวนใสออกประมาณ 3 ครั้ง แลวจึงเติมเอทานอลและ 1 PBS ในอัตราสวน 1 : 1 จึงจะสามารถคง
สภาพเซลลเพื่อเก็บรักษาเซลลที่อุณหภูมิ -20 oซ ไวไดนาน 3 เดือน (Eller et al., 2001)

เมื่อตองการวิเคราะหนําสารละลายดังกลาว 3 ไมโครลิตรหยดลงบนสไลดแบบหลุมที่ผาน
การเคลือบเจลาตินใหกระจายทั่วหลุมปลอยใหแหงแลวจึงทําใหเซลลแหงโดยการจุมสไลดลงใน
เอทานอลที่ความเขมขน 50, 80 และ 98% นานอยางละ 3 นาที ตามลําดับ แลวจึงทําการไฮนบริด
เซลล (สรางพันธะอยางจําเพาะของลําดับนิวคลิโอไทดระหวางโพรปที่ทําการศึกษากับเชื้อจุลินทรีย
ที่อาศัยในตัวอยางดิน) ดวยการเติม Hybridization Buffer 8 ไมโครลิตรและโพรปที่ทําการศึกษา 1 
ไมโครลิตรตอ 1 หลุมของสไลดโดยโพรปที่ทําการศึกษา ไดแก NSM-156, NIT-3, Mγ84+Mγ705,
Mα450, Mcell-1026 และ Mcap-1032 โดยรายละเอียดของโพรปที่ทําการศึกษาไดแสดงไวใน
ตารางที่ 10 หลังจากนั้นจึงนําสไลดดังกลาวใสใน 50 มิลลิลิตร plastic centrifuge tube ที่ภายในมี
กระดาษที่ชุมไปดวย Hybridization Buffer ที่มีความเหมาะสมตอโพรปดังกลาวแลวจึงนําไปอบ
ภายใตอุณหภูมิ Hybridization เปนเวลา 2 ชั่วโมง

 [ปริมาตรตัวอยางที่ใหผลลบ(ml) Xปริมาตรตัวอยางทั้งหมด(ml)]0.5X น้ําหนักตัวอยาง(g)
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ภายหลังจากทําการไฮนบริดเซลลดวยโพรปที่ทําการศึกษาแลวจึงลางโพรปดวย 500  
ไมโครลิตรของ Washing Buffer และนําสไลดดังกลาวจุมลงใน Washing Buffer และนําไปใสใน
อางตมน้ําที่อุณหภูมิ Washing เปนเวลา 20 นาทีเพื่อกําจัดโพรปสวนเกินที่ไมเกิดพันธะกับลําดับ
โอลิโกนิวคลิโอไทดภายในเซลลที่ทําการศึกษา หลังจากนั้นจึงใช Milli Q Water (น้ํากลั่นที่ผานการ
กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตรและนึ่งภายใตอุณหภูมิและความดันสูง) ในการลาง
อีกครั้งแลวปลอยใหแหงกอนหยด DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 10 ไมโครลิตรเพื่อ
ติดตามเชื้อทั้งหมดที่อาศัยอยูในตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทาย (Total Microorganisms) ยอมทิ้งไว
ประมาณ 5 นาทีและลางออกดวย Milli Q Water อีกครั้งกอนปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 
หลังจากนั้นจึงหยด SlowFade – Light เพื่อปองกันการหรี่ (Fade) ของแสงลงในแตละหลุมของ
สไลดกอนปดดวยกระจกปดสไลด (Cover Slip) และนําไปตรวจวัดการเรืองแสงของเชื้อที่
ทําการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนที่ใชแสงฟลูออเรสเซนต  


