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อุปกรณและวิธีการ

สําหรับการวิจัยครั้งนี้เปนการจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่
ฝงกลบมูลฝอยที่มีผลตอการเกิดมีเทนออกซิเดชัน  โดยในงานวิจัยครั้งนี้ประกอบไปดวยอุปกรณ
และวิธีการดังตอไปนี้

อุปกรณ

1.  ตัวอยางดินสําหรับการทดลอง

ในการดําเนินการทดลองครั้งนี้ไดทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
ของสถานกําจัดมูลฝอย อ. ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ซึ่งเปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยของจังหวัด
ปทุมธานีที่มีอายุการใชงาน 8 ปและมีขนาดพื้นที่ 30,000 ตารางเมตร (100 X 300 ตารางเมตร) ดัง
แสดงในภาคผนวกที่ ก1 และ ก2 โดยไดทําการศึกษาที่ระดับความลึกตางๆ คือ 0–15, 16–30, 31–
45, และ 46–60 เซนติเมตร ในการเก็บตัวอยางดินในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนี้ไดดําเนินการเก็บใน
เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2548 ซึ่งเปนชวงฤดูฝน โดยอาศัยเครื่อง Core soccer ในการขุดเจาะเพื่อเก็บ
ตัวอยางดินที่ระดับความลึกดังกลาวและทําการเก็บตัวอยางแบบสุมทั้งหมด 5 จุดดวยกันโดย
ตําแหนงและบริเวณที่ทําการเก็บตัวอยางดินและกาซจากปากทอระบายกาซนั้นดังแสดงในภาพที่ 8 
หลังจากนั้นจึงนําตัวอยางดินดังกลาวมาวิเคราะหลักษณะสมบัติตางๆทางเคมีเบื้องตนทันทีและเก็บ
รักษาตัวอยางดินที่อุณหภูมิ  -20 oซ  เพื่อใชในการศึกษาคุณสมบัติทางจุลชีววิทยาและกิจกรรมของ
เชื้อเมทาโนโทรฟตอไป (APHA,1997)
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จุดเก็บที่  1 จุดเก็บที่  2 Not Detected

           

จุดเก็บที่  5

                     
        

จุดเก็บที่  4 จุดเก็บที่  3

ภาพที่ 8  ตําแหนงดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและปากทอระบายกาซที่ทําการศึกษา

2.  กาซโครมาโตกราฟ (Gas Chromatograph) รุน GC 6890 Agilent Technologies Model : 
G 1530A

สภาวะที่ใชในการวิเคราะหกาซ

ชองนําตัวอยางชนิด EPC Purged Packed Inlet ตั้งอุณหภูมิที่ 105 oซ คอลัมนยี่หอ Alltech 
CTRT (Part No. 8700) อุณหภูมิของคอลัมน 35 oซ อัตราการไหลของกาซฮีเลียมเทากับ 30 
มิลลิลิตรตอนาที  และชวงเวลาในการวิเคราะหนาน  11 นาที  และใชดีเทคเตอร (Detector)  ชนิดที
ซีดี (TCD ; Thermal Conductivity Detector )  อุณหภูมิของ  Detector เทากับ  150 oซ

3. กาซมีเทนความเขมขนรอยละ 99.9 ซึ่งเปน standard gas ใชเปนแหลงอาหารสําหรับ
จุลินทรีย

4. ขวดซีรัมขนาด  20  และ  118  มิลลิลิตร
5. กลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรสเซนต  ยี่หอ  OLYMPUS
6. โพรปชนิดตางๆ  สังเคราะหจากบริษัท  Bioservice  Unit
7. สไลดชนิดหลุมขนาด  14  หลุม
8. เครื่อง Laminar Flow  Biological Safety Cabinets (Class II)
9. เครื่องชั่งน้ําหนักละเอียด  ยี่หอ Precisa รุน 240A 

50 เมตร

300 เมตร
100 เมตร

1 2 3

4

25 เมตร

25 เมตร
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10. เครื่องวัดพีเอช (pH meter)  ยี่หอ  Metrohm
11. ตูอบ 105 °ซ  ยี่หอ  Memmert
12. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spestrophotometer)  ยี่หอ HACH รุน DR/4000U
13. เครื่องวิเคราะหเจดาลทไนโตรเจน (Kjedahl Nitrogen)
14. เครื่อง  Ultrasonic
15. ตูทําความเย็นอุณหภูมิ  -20 oซ
16. หมอนึ่งความดัน (Autoclave)  ยี่หอ  Yamato
17. อางตมน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water  bath)  ยี่หอ Memmert
18. โถสุญญากาศ (Desicator)  

วิธีการ

ในการวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาเพื่อจําแนกเชื้อจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทใน
การเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย โดยไดทําการจําแนกเชื้อ
เมทาโนโทรฟดวยวิธีการตางๆเพื่อหาความสัมพันธกับการเกิดมีเทนออกซิเดชัน  ดังนั้นจึงได
ทําการศึกษาโดยแบงการทดลองออกเปน 4 สวนดวยกัน นอกจากนี้ภายหลังจากการทําการทดลอง
เปนระยะเวลา 1 ปจึงเก็บกาซบริเวณปากทอระบายกาซในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยดังกลาวในชวงเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2549 เพื่อตรวจสอบปริมาณกาซที่ปลอยออกมาจากพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยดังกลาว
โดยไดทําการเก็บกาซในบริเวณที่ลึกลงไปจากปลองระบายกาซประมาณ 1 เมตรและนํากาซมา
จําแนกองคประกอบของกาซในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยดวยเครื่องกาซโครมาโตกราฟ ( Gas 
Chromatograph)

1.  การศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพและทางเคมีในดินของพื้นที่ที่ทําการศึกษา

ในการศึกษาลักษณะทางกายภาพและทางเคมีในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูล
ฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ทําการศึกษาอุณหภูมิ (Temperature) ความชื้น (Moisture Content)  
ความเปนกรดดาง (pH) ประเภทของดิน (Soil Texture) แอมโมเนียไนโตรเจน (NH3-N) อินทรีย
ไนโตรเจน (Organic-N) ไนไตรตไนโตรเจน (NO2-N) ไนเตรทไนโตรเจน (NO3-N) ไนโตรเจน
ทั้งหมด (TN) ฟอสฟอรัสทั้งหมด (TP) ปริมาณอินทรียคารบอนทั้งหมด (TOC) และปริมาณเอ็กซต
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ราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด (Extracellular Polysaccharides, EPS)  โดยวิธีการที่ใชในการวิเคราะห
นั้นดังแสดงในตารางที่ 12

ตารางที่ 12  รายละเอียดพารามิเตอรและวิธีการในการวิเคราะหตัวอยางดิน

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

ในการศึกษามีเทนออกซิเดชันไดดําเนินการศึกษาตามวิธีการที่ไดศึกษามากอนหนานี้  
(Kightley et al., 1995) กลาวคือ นําตัวอยางดินสดหนัก 10 กรัม ใสลงในขวดซีรัมขนาด 118  
มิลลิลิตรแลวจึงปดปากขวดดวยจุกยางและรัดดวยฝาอลูมิเนียมใหแนนกอนฉีดกาซมีเทนที่ความ
เขมขนรอยละ 99.9 ลงไป 12 มิลลิลิตรเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศภายในขวดมีความเขมขน
ของกาซมีเทนประมาณรอยละ 10 โดยปริมาตรของขวด หลังจากนั้นจึงใชแผนพาราฟลมปดปาก
ขวดอีกครั้งหนึ่งเพื่อปองกันกาซภายในขวดซีรัมออกมาดานนอกขวดและจึงทําการตรวจวัด
องคประกอบของกาซภายในขวดเริ่มตนและทุกๆ 3 วันจนกวาปริมาณกาซมีเทนภายในขวดที่
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ทําการศึกษาลดลงจนเปนศูนยเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบของกาซภายในขวดดวย
วิธีเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography) โดยในการทดลองหาคาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันดังกลาวไดทําการทดลองแบบ 2 ซ้ําตอตัวอยางและหาคาเฉลี่ยของปริมาณกาซมีเทนที่
ลดลงจากตัวอยางที่ทําการศึกษาทั้ง 5 จุด กอนนําคาดังกลาวมาคํานวณหาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันโดยการพลอตกราฟระหวางปริมาณมีเทนกับเวลา โดยในการวัดอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันนี้ทําการวัดเฉพาะชวงที่มีการเกิดปฏิกิริยาลําดับศูนย (Zero Reaction) คาที่ไดจากการ
เกิดอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันดังกลาวเปนคาสูงสุดบนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย

3. การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีโมสพรอบเอเบิลนัมเบอร (เอ็มพีเอ็น) 

ในการศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีการโมสพรอบเอเบิลนัมเบอรหรือเอ็มพีเอ็น 
(Most Probable Number, MPN) นั้นเปนการศึกษาหาปริมาณเชื้อท่ีทําการศึกษาทั้งหมดโดยการเล้ียง
เชื้อดังกลาวภายใตสภาวะที่เหมาะสมตามวิธีของ ASA (1982) โดยการนําตัวอยางดินสด 1 กรัมใส
ในน้ําเกลือสําหรับเจือจาง (NaCl 0.85%) 9.5 มิลลิลิตร ปดฝาและนําไปเขยาเปนเวลา 10 นาทีที่
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที แลวจึงนําสารละลายที่สกัดไดมาทําการเจือจางใหมีความเขมขนที่  
100-10-6 (จํานวน 7 เทา) โดยทําในระบบ 3 หลอดแลวจึงดูดสารละลายดินเจือจาง 1 มิลลิลิตรใสลง
ในขวดอาหารซีรัมขนาด 20 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลวชนิดไนเตรทมิเนอรรัลซอลทหรือเอ็นเอ็มเอส 
อยู 5 มิลลิลิตร (Nitrate Mineral Salt Medium, NMS Medium) ที่ผานการฆาเชื้อภายใตอุณหภูมิและ
ความดันสูงเพื่อปองกันไมใหเชื้อจุลินทรียกลุมอื่นเจริญภายในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว โดยอาหาร
เหลวเอ็นเอ็มเอสนี้จัดเปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟที่
สามารถเจริญไดในภาวะที่เปนกลางเนื่องจากมีคาความเปนกรดดางที่ 8.3 หลังจากนั้นจึงปดฝาขวด
และฉีดกาซมีเทนที่ความเขมขนรอยละ 99.9 ลงไป 2 มิลลิลิตรเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศ
ภายในขวดมีความเขมขนของกาซมีเทนประมาณรอยละ 10 โดยปริมาตรของขวด  แลวจึงทําการ
ตรวจวัดองคประกอบของกาซภายในขวดเริ่มตนดวยเครื่องวิเคราะหกาซ (Gas Chromatography) 
แลวจึงเก็บขวดอาหารเลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oซ) นาน 45 วัน และทําการตรวจวัด
องคประกอบของกาซอีกครั้งเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงขององคประกอบของกาซที่เกิดขึ้นภายใน
ขวด (ASA , 1982)  กอนนําคาผลจํานวนขวดทดลองที่มีการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ความ
เขมขนใดๆไปเปรียบเทียบกับตารางเอ็มพีเอ็นมาตรฐานหรือสามารถคํานวณไดดังสมการที่  8  
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MPN / g  Soil    =    จํานวนขวดที่ใหผลบวก  X  ปริมาตรน้ําเจือจางทีใ่ช (ml.)                  (8)

4.  การตรวจหาปริมาณและจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1  ,  2  และแบคทีเรียชนิดไนตริไฟอิง
ดวยวิธีฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบรไิดเซชัน

ในการศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณดวยวิธีการฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซ
ชันหรือฟช (Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) นั้นไดอาศัยวิธีการของ Amann and Ludwig 
(2000) สามารถทําไดโดยการนําดินสด 3 กรัมใสในน้ําเกลือสําหรับเจือจาง (NaCl 0.85%) 9.5 
มิลลิลิตร ปดฝาและนําไปเขยาเปนเวลา 10 นาทีที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีและนําสารละลาย
ที่สกัดไดทําการปนเปนเนื้อเดียว (Homoginizer) เพื่อบดยอยอนุภาคดินใหละเอียดมากยิ่งขึ้นและทํา
การปนตกที่ความเร็วรอบ 10000 xg

ดูดสวนใสจากสารละลายดินที่สกัดออกมา 300 ไมโครลิตรลงใน 900 ไมโครลิตรของ 4%  
paraformaldehyde (เตรียมใน 3 PBS, pH 7.2) เพื่อตรึงเซลลแลวจึงนําตัวอยางดังกลาวเก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการลาง 3 PBS ดวย 1 PBSโดยทําการปนตกและดดู
สวนใสออกประมาณ 3 ครั้ง แลวจึงเติมเอทานอลและ 1 PBS ในอัตราสวน 1 : 1 จึงจะสามารถคง
สภาพเซลลเพื่อเก็บรักษาเซลลที่อุณหภูมิ -20 oซ ไวไดนาน 3 เดือน (Eller et al., 2001)

เมื่อตองการวิเคราะหนําสารละลายดังกลาว 3 ไมโครลิตรหยดลงบนสไลดแบบหลุมที่ผาน
การเคลือบเจลาตินใหกระจายทั่วหลุมปลอยใหแหงแลวจึงทําใหเซลลแหงโดยการจุมสไลดลงใน
เอทานอลที่ความเขมขน 50, 80 และ 98% นานอยางละ 3 นาที ตามลําดับ แลวจึงทําการไฮนบริด
เซลล (สรางพันธะอยางจําเพาะของลําดับนิวคลิโอไทดระหวางโพรปที่ทําการศึกษากับเชื้อจุลินทรีย
ที่อาศัยในตัวอยางดิน) ดวยการเติม Hybridization Buffer 8 ไมโครลิตรและโพรปที่ทําการศึกษา 1 
ไมโครลิตรตอ 1 หลุมของสไลดโดยโพรปที่ทําการศึกษา ไดแก NSM-156, NIT-3, Mγ84+Mγ705,
Mα450, Mcell-1026 และ Mcap-1032 โดยรายละเอียดของโพรปที่ทําการศึกษาไดแสดงไวใน
ตารางที่ 10 หลังจากนั้นจึงนําสไลดดังกลาวใสใน 50 มิลลิลิตร plastic centrifuge tube ที่ภายในมี
กระดาษที่ชุมไปดวย Hybridization Buffer ที่มีความเหมาะสมตอโพรปดังกลาวแลวจึงนําไปอบ
ภายใตอุณหภูมิ Hybridization เปนเวลา 2 ชั่วโมง

 [ปริมาตรตัวอยางที่ใหผลลบ(ml) Xปริมาตรตัวอยางทั้งหมด(ml)]0.5X น้ําหนักตัวอยาง(g)
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ภายหลังจากทําการไฮนบริดเซลลดวยโพรปที่ทําการศึกษาแลวจึงลางโพรปดวย 500  
ไมโครลิตรของ Washing Buffer และนําสไลดดังกลาวจุมลงใน Washing Buffer และนําไปใสใน
อางตมน้ําที่อุณหภูมิ Washing เปนเวลา 20 นาทีเพื่อกําจัดโพรปสวนเกินที่ไมเกิดพันธะกับลําดับ
โอลิโกนิวคลิโอไทดภายในเซลลที่ทําการศึกษา หลังจากนั้นจึงใช Milli Q Water (น้ํากลั่นที่ผานการ
กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตรและนึ่งภายใตอุณหภูมิและความดันสูง) ในการลาง
อีกครั้งแลวปลอยใหแหงกอนหยด DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 10 ไมโครลิตรเพื่อ
ติดตามเชื้อทั้งหมดที่อาศัยอยูในตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทาย (Total Microorganisms) ยอมทิ้งไว
ประมาณ 5 นาทีและลางออกดวย Milli Q Water อีกครั้งกอนปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 
หลังจากนั้นจึงหยด SlowFade – Light เพื่อปองกันการหรี่ (Fade) ของแสงลงในแตละหลุมของ
สไลดกอนปดดวยกระจกปดสไลด (Cover Slip) และนําไปตรวจวัดการเรืองแสงของเชื้อที่
ทําการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนที่ใชแสงฟลูออเรสเซนต  


