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Pitchaya Somkliang 2007: Identification of Methanotrophs in Landfill Cover Soil 
Effecting Methane Oxidation. Master of Engineering (Environmental Engineering), 
Major Field: Environmental Engineering, Department of Environmental Engineering. 
Thesis Advisor:  Assistant Professor Wilai Chiemchaisri, D.Tech.Sc. 117 pages. 

Methanotrophs are aerobic bacteria commonly found in landfill final cover soils. They 
can assimilate methane, a greenhouse gas, as a carbon source consequencely in reduction of 
methane emission from landfills. In this study, we have aims to investigate methane oxidation 
rates at various depths of the Ladlumkaew landfill cover soil at Prathumthani province. Besides, 
methanotrophic types and populations in soil samples were identified and enumerated by the 
fluorescent in situ hybridization techniques (FISH) and the most probable number (MPN) method, 
respectively. 

The results showed that methane oxidation rates of the cover soils were low (0.35-0.61 
µmol/g soil.day) especially in the extreme acid soils (0-30 cm). In addition, methanotrophs Type 
II was found in more numbers than methanotrophs Type I significantly at all soil depths, which 
corresponding to the soil methane oxidation rates (MOR). Moreover, high numbers of the 
acidophilic methanotrophs, Methylocella palustris and Methylocapsa aciphila, were found 
particularly at the soil depths of 31-60 cm. However, it was found that methanotrophic 
population enumerated by the MPN method was significantly lower than that by FISH technique 
especially in the extreme acidic soil samples. This was because the inappropriate pH of cultural 
media that employed in the conventional MPN method might be an important factor. Besides, 
moderate numbers of nitrifying bacteria i.e. Nitrosomonas spp. and Nitrobacter spp. were found 
in all soil depths indicating available nitrate for the growth of methanotrophs in the landfill 
cover soil.
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อื่นๆใน     Proteobacteia  30

5 Phylogenetic Tree ของเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ใน α  Proteobacteria  31
6 เทคนิคการทําฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน 35
7 ลักษณะของชุดดินรังสิตที่ใชในการกลบทับพื้นที่ฝงกลบมลูฝอย

ที่ทําการศึกษา 39
8 ตําแหนงดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและปากทอระบายกาซ

ที่ทําการศึกษา 41
9 ความเปนกรดดาง ความชืน้และอุณหภูมิของดนิกลบทับชั้นสุดทาย

พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 48
10 ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรตและไนเตรทไนโตรเจนของดินกลบทับชั้น

สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 49
11 ปริมาณสารอินทรียไนโตรเจน สารอินทรียคารบอนและฟอสเฟตของ

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 52
12 อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันและปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด

ของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 53
13 ความสัมพันธระหวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทาย

พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน 56
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14 อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับช้ันสุดทายพืน้ที่ฝงกลบมูลฝอย
และปริมาณมีเทนที่ทอระบายกาซ ณ จุดเก็บตางๆ 57

15 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
มูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆที่ศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็น 58

16 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับช้ันสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยโดยวิธีเอ็มพีเอ็นกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันใน
พื้นที่ดังกลาว 60

17 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดตางๆที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศกึษาในระดับความลกึตางๆ 62

18 ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด Methnotroph type I, Methanotroph typeII,
Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาที่ความลึกตางๆ 63

19 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และ 2 ในดินกลบ
ทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน 64

20 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับช้ันสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นและฟช 65

21 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับช้ันสุดทายพื้น
ที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาโดยวิธีฟชกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
ในพื้นที่ดังกลาว 65

22 สัดสวนของ Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp., Methanotroph type I, 
Methanotroph type II เปรียบเทียบกับจุลินทรียทั้งหมดทีต่รวจพบในดิน
กลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยท่ีทําการศึกษาที่ความลึกตางๆ 67
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ก1 แผนที่พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี 83
ก2 พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลมแกว จ.ปทุมธานี ที่ทําการศึกษาดินกลบ

ทับชั้นสุดทายในการวิจัยครั้งนี้ 84
ก3 จุดที่ทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายพืน้ที่ฝงกลบมูลฝอย 84
ก4 ขวดซีรัมขนาด  20  และ  118  มิลลิลิตร  ที่ใชในการทดลอง 85
ก5 สไลดหลุมชนิด  14  หลุมที่ใชในการทดลอง 85
ข1 ขวดซีรัมที่ทําการศกึษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน          92
ข2 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 0-15 ซม. 96
ข3 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 16-30 ซม. 96
ข4 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 31-45 ซม. 97
ข5 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 46-60 ซม. 97
ข6 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 0-15 ซม. 98
ข7 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 16-30 ซม. 98
ข8 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 31-45 ซม. 99
ข9 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 46-60 ซม.   99
ข10 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 0-15 ซม. 100
ข11 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 16-30 ซม. 100
ข12 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 31-45 ซม. 101
ข13 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 46-60 ซม. 101
ข14 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 0-15 ซม. 102
ข15 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 16-30 ซม. 102
ข16 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 31-45 ซม. 103
ข17 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 46-60 ซม. 103
ข18 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 0-15 ซม. 104
ข19 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 16-30 ซม. 104
ข20 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 31-45 ซม. 105
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ข21 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 46-60 ซม. 105
ค1 การศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรยีดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

ในระบบ 3 ขวด 109
ค2 เปรียบเทียบลักษณะของผลการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นที่ระดับความเขมขน

เดียวกันในวันที่  1  และ  45                           109
ง1 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณจุลินทรียทั้งหมดที่ตรวจพบในดินกลบทับ

ชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  DAPI)                                      114
ง2 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนดิที่  1  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  M84 + M705) 114
ง3 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนดิที่  2  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  M450) 115
ง4 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ  Methylocapsa acidiphila  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  Mcaps-1032) 115
 ง5 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ  Methylocella palustris  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  Mcells-1026) 116
ง6 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ Nitrosomonas  spp.ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  NSM156) 116
ง7 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ Nitrobacter  spp.ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  NIT3) 117
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คําอธิบายสัญลักษณและอักษรยอ

µg = Microgram
µl = Microlitre
µMol = Micromole
cm. = Centrimetre
g = Grams
K = Kalvin
ml = millilitre
EPS = Extracellular Polysaccharides
FISH = Fluorescent In Situ Hybridization
MOR = Methane Oxidation Rate
MPN = Most Probable Numbers
NMS = Nitrate Mineral Salt
PBS = Phosphate Buffer Saline
NH3-N = แอมโมเนียมไนโตรเจน
NO2-N = ไนไตรตไนโตรเจน
NO3-N = ไนเตรทไนโตรเจน

  TP = ฟอสฟอรัสทั้งหมด
Org-N = อินทรียไนโตรเจน
TN = ไนโตรเจนทั้งหมด
TOC = อินทรียคารบอนทั้งหมด
TP = ฟอสฟอรัสทั้งหมด
oซ = องศาเซลเซียส
ซม. = เซนติเมตร
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การจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่มีผลตอ
การเกิดมีเทนออกซิเดชัน

Identification of Methanotrophs in Landfill Cover Soil Effecting 
Methane Oxidation

คํานํา

ในปจจุบันปริมาณของขยะมูลฝอยเพิ่มขึ้นเปนจํานวนมากตามอัตราการเพิ่มขึ้นของ
ประชากรจึงสงผลใหมีการจัดการมูลฝอยมากขึ้น วิธีการฝงกลบมูลฝอยจัดเปนวิธีการหนึ่งที่นิยมใช
ในการจัดการมูลฝอยแตผลขางเคียงที่เกิดขึ้นจากการฝงกลบมูลฝอย คือ การแพรระบายของกาซ
เรือนกระจกสูบรรยากาศซึ่งเปนสาเหตุหนึ่งของสภาวะโลกรอนขึ้น  โดยองคประกอบหลักของกาซ
จากหลุมฝงกลบมูลฝอย คือ กาซมีเทนและคารบอนไดออกไซดซึ่งกาซมีเทนจะดูดซับความรอนใน
ชั้นบรรยากาศมากกวากาซคารบอนไดออกไซดประมาณ 21 เทา ดังนั้นการลดปริมาณการแพร
ระบายของกาซมีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยจึงเปนประเด็นที่ไดรับความสนใจมากยิ่งขึ้น

โดยวิธีการหนึ่งในการลดการแพรระบายของกาซมีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยที่มีความ
เปนไปได คือ การใชปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน (Methane Oxidation) โดยเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย 
(Methanotroph Bacteria) ที่เจริญขึ้นเองตามธรรมชาติและสามารถใชกาซมีเทนเปนแหลงคารบอน
และพลังงานแลวไดผลิตภัณฑ คือ เซลลใหมและกาซคารบอนไดออกไซดภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจน ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเกิดไดดีบริเวณหนาดินกลบทับชั้นสุดทายเนื่องจากอากาศ
สามารถแพรผานลงไปในดินได

สําหรับเมทาโนโทรฟแบคทีเรียนั้นสามารถจําแนกออกเปน 2  ตระกูลดวยกัน คือ 
Methylococcaceae (Type I) และ Methylocystaceae (Type II) โดยตระกูล Methylococcaceae
(Type I)  นั้นประกอบไปดวยสกุล (genus)  Methylobacter  spp., Methylomonas spp.,
Methylomicrobium spp. และ Methylococcus spp.  สําหรับตระกูล Methylocystaceae (Type II)  
ประกอบไปดวยสกุล (genus) Methylosinus spp., Methylocystis spp., Methylocella  spp. และ  
Methylocapsa  spp.
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ในการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อเมทาโนโทรฟกอนหนานี้ไดมีการศึกษาในรูปแบบตางๆ ซึ่งมีการ
นับจํานวนดวยวิธีการโมสพรอบเอเบิลนัมเบอรหรือเอ็มพีเอ็น (Most Probable Number, MPN)  
เปนวิธีการในการศึกษาปริมาณเชื้อภายใตอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะตอการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟ (Nitrate Mineral Salt Medium, NMS Medium) นอกจากนี้ไดมีเทคนิค
ใหม คือ ฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันหรือฟช (Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) 
ซึ่งเปนวิธีการศึกษาทั้งปริมาณและชนิดโดยอาศัยลําดับนิวคลิโอไทดซึ่งเปนองคประกอบสําคัญ
และจําเพาะในเซลลที่ทําการศึกษาดังนั้นปริมาณเชื้อที่พบดวยวิธีการดังกลาวจึงสามารถนํามาหา
ความสัมพันธโดยตรงกับกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟโดยเฉพาะการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ชวย
ลดปริมาณกาซมีเทนที่จะปลอยสูบรรยากาศของโลกอันเปนสาเหตุสําคัญของภาวะโลกรอนตอไป

ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1, 2 เชื้อเมทาโนโทรฟ
สายพันธุ  Methylocella  palustris และ Methylocapsa  acidiphila ในเชิงปริมาณในดินกลบทับชั้น
สุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ปที่
ระดับความลึกตางๆโดยอาศัยวิธีการเอ็มพีเอ็นและฟชในการตรวจวัดเพื่อจําแนกประเภทของเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ที่ทําการศึกษา 
นอกจากนี้ยังทําการศึกษาเชื้อ Nitrosomonas spp. และ Nitrobacter spp. ในเชิงปริมาณเพื่อ
ตรวจสอบบทบาทของเช้ือดังกลาวตอการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

วัตถุประสงคของการวิจัย

1.  จําแนกชนิดและนับจํานวนเชื้อเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทตอการเกิดมีเทนออกซิเดชันใน
ดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย

2.  ศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่
มีลักษณะเปนดินเหนียว
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ขอบเขตการศึกษา

1)   ตัวอยางดินจากดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว 
จ.ปทุมธานี ซึ่งเปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ป

2)  การศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพและทางเคมีในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ที่
ทําการศึกษาประกอบดวยอุณหภูมิ, ความชื้น, ความเปนกรดดาง, ประเภทของดิน, แอมโมเนีย
ไนโตรเจน, อินทรียไนโตรเจน, ไนไตรตไนโตรเจน, ไนเตรทไนโตรเจน, ไนโตรเจนทั้งหมด,
ฟอสเฟต , ปริมาณอินทรียคารบอนทั้งหมดและปริมาณเอ็กซตราเซลลลูลาโพลีแซคคาไรด 
(Extracellular Polysaccharides, EPS)

3)  การศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันโดยอาศัยความชื้นเริ่มตนของดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาและปริมาณกาซมีเทนเริ่มตนรอยละ 10  ของปริมาตร
ขวดที่ใชในการทดลอง  

4) การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการเอ็มพีเอ็น

5)  การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่  1  ชนิดที่  2    และแบคทีเรีย
กลุมไนตริไฟอิงดวยวิธีการฟช
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การตรวจเอกสาร

1.  การยอยสลายมูลฝอยทางชีวภาพในหลุมฝงกลบมูลฝอย

การยอยสลาย (Decomposition Processes) ของมูลฝอยมี 3 กระบวนการ ไดแก การสลายตัว
ทางชีววิทยา การสลายตัวทางเคมีและการสลายตัวทางฟสิกส โดยมีรายละเอียดดังนี้

1.1  การสลายตัวทางชีววิทยา  (Biological Decomposition) ไดแก การเปลี่ยนธาตุคารบอน
ในสารอินทรียโดยกระบวนการทางชีววิทยาของจุลินทรียใหอยู ในรูปของกาซ เชน กาซ
คารบอนไดออกไซด (CO2) และกาซมีเทน (CH4) เปนตน การสลายตัวนี้นับวามีความสําคัญมาก
ที่สุดเพราะมูลฝอยมีสารอินทรียเปนองคประกอบสวนใหญ กระบวนการยอยสลายทางชีววิทยา
สามารถแบงได 2 ขั้นตอนดังนี้

1.1.1 การยอยสลายแบบใชอากาศ (Aerobic Decomposition) กระบวนการยอยสลาย
จะเริ่มเมื่อมีการทิ้งมูลฝอยสูหลุมฝงกลบโดยในชวงแรกมูลฝอยที่ทับถมกันยังมีกาซออกซิเจนที่
แบ ค ที เ รี ย สา ม า รถนํ า ไ ปใ ช ใ น ก าร ย อ ย สลา ย สา รอิ น ท รี ยแ ละ ใ ห ผลิต ภั ณ ฑ เ ป น ก า ซ
คารบอนไดออกไซด (CO2)  น้ํา สารอินทรียที่ยอยสลายไมสมบูรณและความรอน โดยปกติการยอย
สลายแบบใชออกซิเจนจะเกิดไดรวดเร็วกวาแบบไมใชออกซิเจน นอกจากนี้พบวากาซ
คารบอนไดออกไซด (CO2)  ซึ่งเปนผลิตภัณฑสําคัญของกระบวนการมีปริมาณสูงถึงรอยละ 90 
ของปริมาณกาซทั้งหมดและจากคุณสมบัติที่ละลายน้ําคอนขางดีดังนั้นกาซคารบอนไดออกไซด 
(CO2)  บางสวนจึงละลายลงสูน้ํา ผลจากการละลายน้ํานี้สงผลใหน้ําชะมูลฝอยมีฤทธิ์คอนขางเปน
กรดเล็กนอย สําหรับปริมาณของกาซออกซิเจนลดลงในขณะที่ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด 
(CO2)  สูงขึ้น สวนกาซไนโตรเจน  (N2)  นั้นในทางทฤษฏีจะไมมีการเปลี่ยนแปลง (Tchobanoglous 
et al.,1993)

1.1.2 การยอยสลายแบบไมใชอากาศ (Anaerobic Decomposition)  กระบวนการยอย
สลายจะใหผลิตภัณฑขั้นสุดทาย (Final  product)  ดังสมการที่ 1

CaHbOcNd  + H2O eCO2   +  fCH4  +  gNH3  + hH2S              (1)
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ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นในสวนที่เปนกาซจะสงกลิ่นเหม็นฟุงกระจาย กระบวนการนี้เกิดไดชา
กวาแบบใชอากาศประมาณ 2 - 6  เดือน หรือ 1 ป โดยแบงออกเปน 3 ขั้นตอนดังนี้

1) ปฏิกิริยาการแตกสลายสารโมเลกุล (Hydrolysis) เปนกระบวนการแตกสลายสารอนิทรีย
ที่มีโครงสรางซับซอนที่อาจอยูในรูปที่ไมละลายน้ํา เชน โปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรตที่มี
องคประกอบหลักของเซลลูโลสและสวนประกอบตางๆของเนื้อเยื่อพืช เชน เซลลูโลสและลิกนิน  
ขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนแรกของกระบวนการยอยสลายแบบไมใชออกซิเจนเพื่อเปลี่ยนขนาดและ
รูปรางโมเลกุลของสารใหเล็กลงทําใหแบคทีเรียสามารถนําสารอาหารผานผนังเซลลเพื่อใหเปน
แหลงอาหารและพลังงานได โดยแบคทีเรียจะขับเอนไซมออกมานอกเซลลทําใหสารโมเลกุลขนาด
ใหญเหลานี้แตกตัวเปนโมเลกุลขนาดเล็ก เอนไซมที่ขับออกมา ไดแก cellulose, lipolytic และ 
proteolytic

2) กระบวนการเกิดกรด (Acidogenesis) สารอินทรียที่มีขนาดเล็กที่ไดจากปฏิกิริยา 
Hydrolysis จะถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียที่สรางกรด (Acid forming bacteria) อาจเปนพวก 
Facultative การยอยสลายในขั้นตอนนี้พบวามีการปลดปลอยกาซคารบอนไดออกไซด (CO2)  
ออกมาอยางรวดเร็วพรอมกับกรดอินทรียและพลังงานความรอนเล็กนอย  นอกจากนี้กรดอินทรียที่
เกิดขึ้นจะรวมกับกาซคารบอนไดออกไซด (CO2)  มีผลทําใหเกิดสภาพความเปนกรดอินทรียที่
เกิดขึ้นสวนใหญเปนกรดอะซิติก (acetic  acid) , กรดโพรไพโอนิก (propionic acid) , กรดแลคติก 
(lactic acid) และกรดบิวไทลิก (butyric  acid) จากนั้นแบคทีเรียจําพวกอะซิโตจีนิก (acetogenic 
bacteria ) จะทําหนาที่เปลี่ยนกรดบิวไทลิก (butyric acid ) และกรดโพรไพโอนิก (propionic acid)  
เปนกรดอะซิติก (acetic  acid)  ดังสมการ

CH3CH2COOH    +    2H2O    CH3COOH    +    3H2              (2)
(propionic acid)

CH3CH2CH2COOH    +    2H2O    CH3COOH  +  CO2  +  3H2 (3)
(butyric acid)
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3) กระบวนการเกิดกาซมีเทน (Methanogenesis)  กระบวนการยอยสลายเริ่มเมื่อออกซิเจน
ถูกใชไปหมดแลวพรอมกับสภาวะ reducing ซึ่งอํานวยตอการเจริญของแบคทีเรียชนิดที่สรางกาซ
มีเทน (Methane former) และเปนแบคทีเรียที่เจริญไดชา สําหรับผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ
ประกอบดวยกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) น้ําและกาซมีเทน (CH4)  และพลังงานความรอน การ
ยอยสลายกรดอินทรียที่มีผลทําใหปริมาณกรดอินทรียในน้ําชะมูลฝอยลดลงและการลดลงของกาซ
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) สงผลทําใหคาความเปนกรดดางของน้ําชะมูลฝอยมีคาสูงขึ้นแสดง
ดังสมการ

CH3COOH             CH4    +    CO2            (4)
CO2     +      4H2                        CH4    +    2H2O           (5)

โดยไดแสดงภาพกระบวนการในการยอยสลายมูลฝอยในกระบวนการตางๆดังแสดงใน
ภาพที่ 1

1.2  การสลายตัวทางเคมี (Chemical Decomposition) ไดแก ปฏิกิริยาของไฮโดรไลซิส 
การดูดซึม การดูดซับหรือปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนไอออน (ion exchange) ผลที่เกิดขึ้นจะทําใหน้ํา
ชะมูลฝอยมีปริมาณสารอนินทรีย เชน ไฮดรอกไซด คารบอเนตหรือโลหะตางๆ (Tchobanoglous et 
al., 1993)

1.3  การสลายตัวทางกายภาพ (Physical Decomposition) ไดแก การที่สารตางๆที่เกิดจาก
ปฏิกิริยาทางชีววิทยาและกายภาพถูกเคลื่อนยายผานหรือออกจากหลุมฝงกลบมูลฝอยโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในกรณีที่มีน้ําไหลผานในอัตราที่สูง (Tchobanoglous et al., 1993)

ปฏิกิริยาที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายมูลฝอยแบบไมใชออกซิเจนโดยจุลินทรีย
แสดงดังตารางที่  1
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ภาพที่  1  การยอยสลายสารอินทรียโดยจุลินทรียแบบไมใชอากาศในหลุมฝงกลบมูลฝอย
ที่มา  :  Christensen et  al. (1996)
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ตารางที่  1  ปฏิกิริยาที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายมูลฝอยแบบไมใชออกซิเจน

สารตั้งตน ผลิตภัณฑ

Hydrolysis
C6H12O6  +  2H2O 2CH3COOH  +  4H2  +  2CO2

C6H12O6 CH3C2H2COOH  +  2H2  +  2CO2

C6H12O6 2CH3CH2OH  +   2CO2

Acidogenesis
CH3CH2COOH  +  2H2O CH3COOH  +  3H2  +  CO2

CH3CH2COOH  +  2H2O 2CH3COOH  +  2H2  
CH3CH2OH  +  H2O CH3COOH  +  2H2

C6H5COOH  +  6H2O 3CH3COOH  +  3H2   +  CO2

Methanogenesis
4H2  +  CO2 CH4  +  2H2O
CH3COOH CH4  +  CO2

HCOOH  +  3H2 CH4  +  2H2O
CH3OH  +  3H2 CH4  +  CO2

Sulphate  Reducing  Process
4H2   +  SO4

2-  +  H+ HS-  +  2H2O
CH3COOH  +  SO4

2-  CO2  +  HS-  +  HCO3
-  +  H2O

2CH3C2H2COOH  +  SO4
2-  +  H+ 4CH3COOH  +  HS-  

ที่มา  :  Christensen  et  al.  (1996)
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2. องคประกอบและอัตราการเกิดกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอย

2.1 องคประกอบของกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอย

กาซที่เกิดจากการยอยสลายสารอินทรียภายในหลุมฝงกลบมูลฝอย เรียกวา กาซชีวภาพ
(biogas) ซึ่งมีองคประกอบสวนใหญเปนกาซมีเทน (CH4) ประมาณรอยละ 45 – 60 
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ประมาณรอยละ 40 – 50 และกาซอ่ืนๆ ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่  2  องคประกอบทั่วไปของกาซจากหลุมฝงกลบมลูฝอย

องคประกอบ          รอยละโดยปริมาตร

มีเทน 45  -  60
คารบอนไดออกไซด  40  -  50
ไนโตรเจน   2  -  5  
ออกซิเจน  0.1  -  1
ไฮโดรเจนซัลไฟด  0  -  1
แอมโมเนีย   0  -  0.2
ไฮโดรเจน  0  -  0.2
คารบอนมอนอกไซด  0  -  0.2
กาซอื่นๆ  0.01  -  0.6

ที่มา  :  Tchobanoglous  et  al.  (1993)

จากการวิจัยของ Nozhevnikova et al. (1993) พบวาในแตละหลุมฝงกลบมูลฝอยใน
ประเทศรัสเซียจะมีปริมาณความเขมขนของกาซมีเทน (CH4)  แตกตางกันซึ่งขึ้นอยูกับปริมาณของ
มูลฝอยและจะเกิดกาซมีเทนมากที่สุดที่ระดับความลึกประมาณ 2 – 6 เมตร โดยจุลินทรียที่ทําการ
ผลิตกาซมีเทน (CH4)  อยูในจําพวก mesophilic methanobacteria นอกจากนี้อาจพบสารประกอบ
อินทรียที่ระเหยได (Volatile Organic Compound : VOC) เกิดขึ้นในหลุมฝงกลบมูลฝอยเนื่องมาจาก
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การปนเปอนของมูลฝอยจําพวกของใชจากบานเรือนที่ทําจากสารเคมีที่ไมสามารถยอยสลายได  
โดยจากการวิจัยของ Allen et  al. (1997) พบวาการแพรกระจายของสารอินทรียระเหยงายจากหลุม
ฝงกลบมูลฝอย 7 แหงในประเทศอังกฤษทั้งหมด 140 ชนิด ไดแก alkane, aromatic compounds, 
cycloalkane, terpene, alcohol, ketone และ halogen compounds ดังแสดงในตารางที่ 3 ทั้งนี้ 
Bounicor and Wayne (1992) ไดทําการศึกษาองคประกอบของกาซที่แพรกระจายออกจากหลุมฝง
กลบมูลฝอยประเทศสหรัฐอเมริกาพบวาองคประกอบหลักของกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอย
ประกอบดวยกาซมีเทนรอยละ 50 และกาซคารบอนไดออกไซดอีกประมาณรอยละ 50 นอกจากนี้
ยังมีก าซแอมโมเนีย (NH3) กาซไฮโดรเจนซัลไฟล (H2S) กาซไนโตรเจน (N2) กาซ
คารบอนมอนอกไซด (CO)  และสารอินทรียระเหยงาย  (VOC)

ตารางที่  3  ชนิดของสารอินทรียระเหยงายที่พบในกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยตามโครงสรางทาง   
      เคมี

ชนิดของสารอินทรียระเหยงาย     ความเขมขน  (  mg / m3 )

อัลเคน 302 – 1,543
สารประกอบอะโรมาตกิ  94 – 1,906
ไซโคลอัลเคน  80  -  487
เทอรพีน  35  -  652
แอลกอฮอลและคีโตน   2  -  2,069
สารประกอบฮาโลเจน              327  -  1,239

ที่มา  :  Allen  et  al. (1997)

2.2  อัตราการเกิดกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอย

อัตราการเกิดกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอยปกติจะถูกควบคุมจากหลายๆปจจัย 
เชน ขนาดและองคประกอบของมูลฝอย  อุณหภูมิ  พีเอช  ปริมาณสารอาหาร  ความชื้น เปนตน  
ดังนั้นจึงมีนักวิจัยหลายทานไดทําการศึกษาเพื่อหาอัตราการเกิดกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยขนาด
เล็กที่จําลองขึ้นพบวาอัตราการเกิดกาซอยูในชวง 0.007 - 3.16 m3 / kg wet solid waste. Year 
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(USEPA, 1985) ในหลุมฝงกลบมูลฝอยจริงจะมีอัตราการเกิดกาซอยูระหวาง 187 – 424 m3 / ton wet 
solid waste. Year  (Rees, 1985) หรือ 0.009 - 0.02 m3 / kg wet solid waste. Year (คาดการณจาก
อัตราการเกิด 20 ป)  ซึ่งเปนผลมาจากองคประกอบของมูลฝอยและฤดูกาลที่แตกตางกัน ทั้งนี้อัตรา
การเกิดกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยที่จําลองขึ้นจะสูงกวาหลุมฝงกลบมูลฝอยจริงเพราะสามารถ
ควบคุมสภาวะได  เชน  พีเอช ความชื้นและการเติมสารอาหารของมูลฝอยไดมากกวา ในขณะที่
หลุมฝงกลบมูลฝอยจริงไมสามารถควบคุมสภาวะตางๆได เชน อาจมีปริมาณความชื้นที่ต่ําเกินไป 
การรั่วไหลของกาซ เปนตน จึงทําใหผลผลิตกาซที่ไดต่ํากวาปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นจากหลุม
ฝงกลบมูลฝอยจะมีสมการทั่วไปของปฏิกิริยาการยอยสลายสารอินทรียไดผลิตภัณฑเปนกาซมีเทน
ดังสมการ (Tchobanoglous et al, 1993)

CaHbOcNd  +  (4a – b – 2c + 3d) H2O   (4a + b – 2c + 3d ) CO2  +    dNH3              (6)
                                  4                   8

3.  อิทธิพลของกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอยตอภูมอิากาศของโลก

หลุมฝงกลบมูลฝอยถูกนํามาพิจารณาใหเปนหนึ่งในแหลงการแพรระบายกาซมีเทน (CH4) 
ที่สําคัญของโลกเพราะองคประกอบของกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยประกอบดวยกาซมีเทนและ
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2)  ซึ่งเปนกาซที่กอใหเกิดสภาวะเรือนกระจกทั้งคูแตกาซมีเทนจะ
สงผลกระทบมากกวาเพราะกาซมีเทนสามารถดูดซับความรอนในชั้นบรรยากาศมากกวากาซ
คารบอนไดออกไซดถึง 21 เทา  กอนหนานี้ไดมีการประมาณการวาหลุมฝงกลบมูลฝอยเปนแหลง
พลังงานที่แพรระบายกาซมีเทนเปนจํานวนถึงรอยละ 8 – 20 ของการแพรระบายกาซมีเทนสู
บรรยากาศโลกนั้นคิดเปน 360 ลานตันตอป  (IPCC, 1992) ดังนั้นการควบคุมการแพรระบายกาซ
มีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยจึงเปนเปาหมายสวนหนึ่งในการลดปริมาณกาซเรือนกระจก สวนกาซ
อื่นๆที่ปลดปลอยออกมาจากหลุมฝงกลบมูลฝอย เชน สาร CFC (Chlorofluorocarbons) ก็มีผลตอ
การเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศของโลกในรูปของการดูดซับรังสีอินฟราเรดและไปทําลายชั้นบรรยากาศ
โอโซน ผลกระทบของกาซเรือนกระจกที่มีตอโลกมีดังนี้ (IPCC, 1992)

1)  ผลกระทบตอภูมิอากาศ คือ ทําใหเกิดภาวะความกดดันของอากาศเพิ่มขึ้นซึ่งกอใหเกิด
มรสุมพัดแรงกวาปจจุบัน เกิดหิมะละลายและเกิดน้ําเซาะดินพังทลาย
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2)  ผลกระทบตอแหลงน้ํา คือ เกิดความแหงแลงขึ้นในบางพื้นที่ เกิดปญหาพืชมีความ
ตองการน้ําสูงขึ้นเนื่องจากเกิดการเรงอัตราการสังเคราะหแสงของพืช

3)  ผลกระทบตอพลังงาน คือ ความแปรปรวนของภูมิอากาศซึ่งจะเปนอุปสรรคตอการ
สํารวจคนหาแหลงน้ํามันดิบ

4)  ผลกระทบตอเกษตรกรรม คือ อาจมีพืชบางพันธุสูญพันธุไปเนื่องจากไมสามารถ
ปรับตัวไดกับการแปรปรวนของภูมิอากาศ

5)  ผลกระทบตอระดับน้ําทะเล คือ ถาโลกมีอุณหภูมิสูงขึ้น 1.5 - 4.5 oซ จะทําใหระดับของ
น้ําทะเลสูงขึ้น 0.4 - 1.2 เมตร เนื่องจากการละลายของน้ําแข็งบริเวณขั้วโลก

การประเมินแหลงที่มีการแพรระบายของกาซมีเทน (CH4)  แสดงดังตารางที่ 4 จะเห็นไดวา
กาซมีเทน (CH4) ไดมาจากแหลงกําเนิดตามธรรมชาติมากมาย เชน พื้นที่ชุมน้ํา บอ นาขาว ฯลฯ 
นอกจากนี้ยังมีการแพรระบายออกมาจากอุตสาหกรรมปโตรเลียม มูลสัตว โรงงานบําบัดน้ําเสียและ
หลุมฝงกลบมูลฝอยซึ่งมีแนวโนมเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ สําหรับการแพรระบายของกาซมีเทน 
(CH4) จากหลุมฝงกลบมูลฝอยประมาณอยูในชวง 30 – 60 ลานตันตอป (Kreileman and Bouwman, 
1994)  ดังนั้นหลุมฝงกลบมูลฝอยจึงเปนแหลงที่มีการแพรระบายของกาซมีเทน (CH4) ที่สําคัญมาก
ที่สุด

4.  ชั้นวัสดุกลบทับ

โดยทั่วไปชั้นวัสดกุลบทับแบงออกเปน 2 ประเภท  (กรมควบคุมมลพิษ, 2542)  คือ

1)  ชั้นวัสดุกลบทับช้ันกลาง หมายถึง วัสดุธรรมชาติหรือสังเคราะหที่ใชกลบทับบนหลุม
ของขยะมูลฝอยกอนที่จะฝงขยะมูลฝอยในวันตอไปหรือระหวางชั้นของขยะมูลฝอย

2)   ชั้นวัสดุกลบทับช้ันสุดทาย หมายถึง วัสดุธรรมชาติหรอืสังเคราะหที่ใชสําหรับการ
กลบชั้นบนสุดของสถานที่ฝงกลบขยะมูลฝอยภายหลังจากการฝงกลบไดสิ้นสุดลง
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ตารางที่  4  แหลงกําเนิดกาซมีเทน

       แหลงกําเนิด  ปริมาณการปลดปลอยกาซมีเทน  (Tg / year)    
             1970       1990               2050  

นาขาวที่ชุมน้ํา   53           59    52
หลุมชุมน้ําตามธรรมชาติ  111         111   111
หลุมฝงกลบมูลฝอย     24            36     81
การบําบัดของเสียชุมชน    17                              25    47
สัตวเคี้ยวเอื้อง     66           79  161
มูลสัตว     12           14     28
ปลวก     20           20     20
แหลงน้ํา     15           15     15
การเผาไหมมวลชีวภาพ

-  การตัดไมทําลายปา     16            14     12
-  การเผาทุงหญา        17             16        6
-  การเผาของเสียจากการเกษตร        7              8        9

ที่มา  :  Kreiieman  and  Bouwman  (1994)

โดยวัสดุกลบทับชั้นสุดทายนี้จะมีหนาที่

-  ชวยลดการซึมผานของน้ําสูชั้นฝงกลบขยะมูลฝอย

-  ควบคุมปริมาณกาซจากหลุมฝงกลบขยะมูลฝอยที่จะปลอยสูบรรยากาศ

-  ความลาดชันดานขางชั้นสุดทายตองเหมาะสมเพื่อระบายน้ําผิวดินและลดการกัดเซาะ
ของวัสดุกลบทับชั้นสุดทาย

-  ปองกันการแพรกระจายกลิ่นและเชื้อโรคสูสิ่งแวดลอม
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5.  การเกิดมีเทนออกซิเดชันในหลุมฝงกลบมูลฝอย

5.1 กระบวนการมีเทนออกซิเดชัน

กาซมีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยที่แพรระบายสูบรรยากาศมีปริมาณลดลง เนื่องจาก
เกิดกระบวนการมีเทนออกซิเดชันโดยจุลินทรียในชั้นดินกลบทับหลุมฝงกลบมูลฝอย โดย
กระบวนการมีเทนออกซิเดชันสามารถเกิดไดใน  2  สภาวะ  คือ

1)  สภาวะที่มีอากาศเพยีงพอ

  ในสภาวะดังกลาวพบวากลุมจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญ คือ แบคทีเรียชนิดที่ใช
ประโยชนจากมีเทน (Methane Utilizing Bacteria) หรือจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟซึ่งจุลินทรีย
ดังกลาว Whittenbury et al, (1970) พบวามีลักษณะหลากหลายทางชีวภาพทั้งยังไดศึกษา
รายละเอียดเกี่ยวกับเทคนิคการแบงชนิดจุลินทรีย และลักษณะทางกายภาพของจุลินทรียดังกลาว
ดวยวิธีการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนพบวามีโครงสรางเนื้อเยื่อที่ซับซอนภายใน
ไซโตพลาสซึม นอกจากนี้อธิบายวาจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟสามารถใชมีเทนเปนแหลง
คารบอนและเปนแหลงพลังงานซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียชนิดนี้ โดยมีเอนไซมทําหนาที่
ออกซิไดสมีเทนในสภาวะที่มีออกซิเจนและไดผลผลิตออกมา คือ กาซคารบอนไดออกไซดและน้ํา 
(Baratt ,1995)  ดังแสดงในสมการที่ 7 

          Methanotroph
CH4  +  2O2     CO2  +  2H2O  +  New  Cells                 (7)

  โดยในทางทฤษฎีของปฏิกิริยาทางเคมี 1 โมลของมีเทนทําปฏิกิริยากับออกซิเจน 2 
โมล ผลิตภัณฑที่ได คือ คารบอนไดออกไซด 1 โมล แตในสภาพความเปนจริงการผลิตคารบอนต่ํา
กวาซึ่งแตกตางกับทฤษฏีเนื่องจากมีการยอยและดูดซึมของคารบอนไปใชในการสรางเซลล 
ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนรูปคารบอนสูงสุดจากการสังเกตุเกิดขึ้นเพียงรอยละ  43
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2) สภาวะไรอากาศ

 ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันในสภาวะไรอากาศสามารถเกิดขึ้นไดโดยอาศัย
ตัวรับอิเลคตรอนชนิดอื่น  (Pareek et al., 1998) ตัวอยางเชน การเกิดมีเทนออกซิเดชันในสภาวะไร
อากาศโดยใชซัลเฟตที่เกิดขึ้นในทะเลสวนใหญอยูในสภาวะไรอากาศ ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน
เกิดโดยใชเหล็กเปนตัวรับอิเลคตรอน ในขณะที่ตัวรับอิเลคตรอนชนิดอื่นๆมีนอยมาก อยางไรก็
ตามที่สภาวะไรอากาศเกิดมีเทนออกซิเดชันในสัดสวนที่นอยมากเมื่อเทียบกับในสภาวะที่มีอากาศ
เพียงพอ  (มากกวารอยละ 5)  ฉะนั้นในสภาวะดังกลาวจึงไมคอยจะนํามาพิจารณามากนักในหนา
ดินทั่วไป

5.2  ปจจัยที่มีผลตอการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

1)  ความเขมขนของออกซิเจน

  สภาวะที่มีอากาศเพียงพอ ความเขมขนของออกซิเจน ในชองวางระหวางเม็ดดินมี
บทบาทสําคัญในการกําหนดปฏิกิริยาออกซิเดชัน เนื่องจากเปนสารตั้งตนสําหรับปฏิกิริยามีเทน
ออกซิเดชันในสภาวะที่อากาศ

           William and Zobell (1949) พบวาชวงความเขมขนออกซิเจนรอยละ 10–40 
เหมาะสมตอปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน ในขณะที่ King et al. (1996) พบวาระดับความเขมขน
ออกซิเจนต่ําๆสงผลใหอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนมีคาต่ํา

2)  ความเขมขนของกาซมีเทน

  William and Zobell (1949) พบวาในชวงความเขมขนของมีเทนรอยละ 0–40 เมื่อ
ระดับความเขมขนของมีเทนสูงขึ้น อัตราการออกซิเดชันของกาซมีเทนก็เพิ่มขึ้นดวยแตเมื่อความ
เขมขนของกาซมีเทนมากกวารอยละ 40 พบวาอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนมีแนวโนมใกลเคียง
กับที่ระดับความเขมขนรอยละ 40
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3)  ปริมาณคารบอนไดออกไซด

           ในการเพิ่มขึ้นของปริมาณคารบอนไดออกไซดมากกวารอยละ 20 – 30 เปนผลให
เกิดการลดลงของอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทน ซึ่งการที่ความเขมขนของคารบอนไดออกไซดมี
ปริมาณสูง หมายถึง การมีสัดสวนปริมาณออกซิเจนและมีเทนในปริมาณต่ํา ทั้งสองปจจัยนี้จําเปน
สําหรับปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันสงผลใหอัตราของปฏิกิริยาดังกลาวลดลง

4)  ความชื้น

                      โดยปกติน้ําในดินจะไมอยูในรูปน้ําบริสุทธิ์แตจะมีสารตางๆละลายอยูโดยเฉพาะ
สารอาหาร ดังนั้นน้ําในดินจึงอาจเรียกไดวา สารละลายดิน (Soil Solution) ซึ่งน้ําเปนปจจัยที่สําคัญ
สําหรับจุลินทรียในกระบวนการเมทาบอลิซึมและการดึงสารอาหารมาใชโดยผานฟลมของน้ําที่อยู
ระหวางอาหารและเยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย เนื่องจากดินแตละชนิดจะมีโครงสรางที่แตกตางกันจึง
ทําใหความสามารถในการอุมน้ําตางกันดังนั้นปริมาณความชื้นของดินจึงขึ้นกับชนิดของดินและ
ปริมาณน้ําจะมีผลตอกิจกรรมของจุลินทรียเพราะหากมีนอยเกินไปการเจริญจะหยุดชะงักและหากมี
ปริมาณมากเกินไปน้ําก็จะเขามาแทนที่อากาศในดิน ซึ่งเปนผลลบตอจุลินทรียบางชนิดโดยเฉพาะ
จําพวกเฮตเทอโรโทรฟ (heterotroph)  ที่ใชอากาศ (สมศักดิ์ , 2528)

                        Nesbit and Breitenbeck (1992) รายงานวาความชื้นบรรจุรอยละ 25-75 โดยน้ําหนัก
ยับยั้งอัตราการออกซิเดชันของกาซมีเทนถึงรอยละ 56 เนื่องจากโมเลกุลน้ําแทรกอยูในชองวาง
ระหวางอนุภาคดิน ทําใหกาซแพรไดนอยลงในขณะที่ Pokhrel (1998) พบวาความชื้นที่เหมาะสม
สําหรับปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน คือ รอยละ 15 – 20 โดยน้ําหนัก นอกจากนี้ยังพบวาอัตรา
ออกซิเดชันของกาซมีเทนมีคาเทากับ 11.5 x 10-5 กรัมมีเทนตอชั่วโมงตอกรัมดินแหง ที่ความชื้นต่ํา
กวารอยละ 5 โดยน้ําหนัก อัตรามีเทนออกซิเดชันมีคาเกือบเปนศูนยและหากเพิ่มความชื้นมากกวา
รอยละ 18 โดยน้ําหนักอัตรามีเทนออกซิเดชันไมมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเชนเดียวกับ Whalen et al. 
(1990) ที่พบวาความชื้นที่เหมาะสมตอปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน คือ รอยละ 11 โดยน้ําหนัก และ
งานวิจัยของ Chiemchaisri (2000) พบวาความชื้นรอยละ 15 โดยน้ําหนักเหมาะสมตอการ
เกิดปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันมากที่สุด เทากับ 2.36 นาโนกรัมมีเทนตอชั่วโมงตอกรัมดินแหงแต
เมื่อเพิ่มความชื้นเปนรอยละ 30 โดยน้ําหนักอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนลดลงเหลือ 1.6 
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นาโนกรัมมีเทนตอชั่วโมงตอกรัมดินแหง เนื่องจากกาซสามารถแพรผานเขาสูชองวางดินไดนอย 
และที่ความชื้นบรรจุต่ําๆ อัตราการออกซิเดชันของกาซมีเทนลดลงเหลือ 0.84 นาโนกรัมมีเทนตอ
ชั่วโมงตอกรัมดินแหง 

             Boechx and Cleemput  (1996) ไดศึกษาผลของปริมาณน้ําในดินที่มีตออัตราการ
เกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับของหลุมฝงกลบมูลฝอยจริง พบวาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันเกิดขึ้นไดดีในชวงความชื้นระหวางรอยละ 10 - 30 และมีคาสูงสุดที่ความชื้นรอยละ 15  
ในขณะที่ Visvanathan et al. (1999) ทําการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันของ
คอลัมนดินพบวาความชื้นที่ใหคาอัตรามีเทนออกซิเดชันสูงสุดที่รอยละ  10  

5)  อุณหภูมิ

                อุณหภูมิมีผลโดยตรงตอกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลลของจุลินทรียและ
เกี่ยวของกับลักษณะทางกายภาพและเคมี กลาวคือ ศักยภาพในการเกิดปฏิริยารีดอกซ การ
เคลื่อนยายและแพรกระจายของของเหลวภายในมวลดิน อัตราการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิมี
ความสําคัญตอความสามารถในการดํารงชีพของจุลินทรีย

                   Chiemchaisri (2000) พบวาชวงอุณหภูมิ 31–36 องศาเซลเซียสเหมาะสมตอ
ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันแตถาอุณหภูมิสูงกวา 36 องศาเซลเซียส อัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนมี
แนวโนมลดลงและมีคาเกือบเปนศูนยที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในขณะที่ Nesbit (1992) พบวา
อัตรามีเทนออกซิเดชันมีคาสูงสุดในชวง 20-30 องศาเซลเซียส แตที่ระดับอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส อัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนลดลงเหลือรอยละ 10–12 ของอัตราออกซิเดชันของกาซ
มีเทนสูงสุดและชวงอุณหภูมิ 4 และ 50 องศาเซลเซียส ไมเกิดปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันเชนเดียวกับ 
Pascal and Cleemput (1996) ซึ่งพบวาชวงอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียสเหมาะสมตอการ
ออกซิเดชันของกาซมีเทนและพลังงานจากกระบวนการออกซิเดชันของกาซมีเทนเทากับ 56.5 กิโล
จูลตอเคลวินตอโมล
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6)  อันตรกิริยาทางเคมี  (Chemical Interaction)  ในสารละลายดิน

                 อันตรกิริยาทางเคมี (Chemical Interaction) ในสารละลายดินมีความเกี่ยวของกับ
ความแรง (strength) องคประกอบของไอออน ความเปนกรดดางและศักยภาพการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันรีดักชัน โดยทั่วไปสารอาหารที่จําเปนสําหรับจุลินทรียจะพบมากในรูปของแคทไอออน
และแอนไอออนซึ่งสัมพันธโดยตรงกับอันตรกิริยาทางเคมีในมวลของดินและเซลล ความแรงของ
ไอออนสวนใหญเปนผลรวมของแคทไอออนชนิดโมโนและไดวาเลนท (K+, Na+, Ca2+, Mg2+, Fe2+)  
และ  H+ (H3O

+) โดยมีความสําคัญในการดูดซับและการรวมตัวของเซลล อนุภาค ไวรัส ดินเหนียว
คอลลอยดและฮิวมิก

                  โดยปกติความเปนกรดดางของดินอยูระหวาง 4  -  8.5 ในดินชั้นบนจะเปนกรด
มากกวาดินชั้นลางและในดินที่มีความชื้นจะเปนมากกวาดินที่แหง สวนใหญดินที่มีคาความเปน
กรดดาง 5.5 หรือต่ํากวาก็จะมีการเจริญของเห็ดและรามากกวาแบคทีเรีย ในขณะที่ความเปนกรด
ดางเปนกลางหรือเบสออน (6–8) จะพบแบคทีเรียและแอคติโนไมเนสเนื่องจากเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียสามารถเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางประมาณ 6-8  (Whittenbury  et  al., 1970) และ
ดินเหนียวมีความเปนกรด สวนดินทรายคอนขางเปนเบสออน สวนดินรวนจะมีความเปนกลาง
ดังนั้นดินรวนและดินทรายจึงมีความเหมาะสมสําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดังรายงานการ
วิจัยของ USEPA (1991) พบวาดินประเภทดินรวนที่มีความเปนกรดดางประมาณ 6.5-7.5 มีความ
เหมาะสมตอการเจริญของพืชและเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟ
 

7)  โครงสรางของดิน

                  ดินเปนที่อยูอาศัยของจุลินทรียและมีความเกี่ยวของกับกิจกรรมและกระบวนการ
เมทาบอลิซึมที่เกิดขึ้นภายในดิน โดยดินสามารถแบงตามโครงสรางหรือสัดสวนของอนุภาคได 3  
กลุม คือ ดินทราย ดินรวนและดินเหนียว โดยดินทรายมีขนาดอนุภาคระหวาง 0.2 - 2.0  มิลลิเมตร  
ดินรวนมีขนาดอนุภาคระหวาง 0.02-0.20 มิลลิมตร และดินเหนียวมีขนาดอนุภาคนอยกวา 0.02  
มิลลิเมตร  (สมศักดิ์, 2528)
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เนื้อดินแบงออกเปน  3  ประเภท  ดังนี้

1)  ดินเนื้อหยาบ คือ ดินที่มีอนุภาคของทรายเปนสวนประกอบมากกวารอยละ 70

2)  ดินเนื้อละเอียด คือ ดินที่มีดินเหนียวเปนสวนประกอบมากกวารอยละ 35-40

3)  ดินรวน คือ ดินที่มีอนุภาคดินทรายเปนสวนประกอบนอยกวารอยละ 70 และมี
ดินเหนียวเปนสวนประกอบนอยกวารอยละ 35 - 40

   ในดินที่เปนดินเหนียวและมีสารอินทรียเปนองคประกอบอยูนอยมีคุณสมบัติทาง
ฟสิกส เคมีที่เหมาะสมตอกระบวนการทํางานของจุลินทรีย นอกจากนี้การจัดเรียงตัวและการเกาะ
กันระหวางเม็ดดินตลอดจนชองวางในดินมีผลตอการเคลื่อนที่ของน้ําและกาซในดินซึ่งมีผลตอ
กระบวนการทํางานของจุลินทรีย (Metting, 1993) หากดินมีลักษณะที่พรุนขึ้นการแพรผานของ
อากาศจากชั้นบรรยากาศลงสูผิวดินดีขึ้นโดยจะเปนผลดีตอปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน

                จากการวิจัยของ USEPA (1991) พบวาดินประเภทดินรวนที่มีปริมาณสารอาหาร
เพียงพอเปนดินที่มีความเหมาะสมตอการปลูกพืชคลุมดินและระบบดินกลบทับชั้นบนควรใชดิน
ประเภทดินรวนมากกวาดินเหนียวที่มีความหนาแนนประมาณ 1450 – 1500 กิโลกรัมตอตารางเมตร  
เพราะจะชวยใหกระบวนการมีเทนออกซิเดชันเกิดขึ้นไดดี (Pokhrel , 1998 ; Chiemchaisri, 2000) 
และชนิดของดินที่มีความเหมาะสมสําหรับใชในการออกแบบเปนดินกลบทับบริเวณหลุมฝงกลบ
มูลฝอย คือ ดินทรายหรือดินรวนที่ระดับความลึก 40 เซนติเมตรหรือต่ํากวา (Chiemchaisri, 2000)

8)  เอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด  (EPS)  ของเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย  

เอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรดหรืออีพีเอส (Extracellular Polysaccharide, EPS)  
เปนโพลีเมอรของคารโบไฮเดรตซึ่งจะเกิดขึ้นและปลดปลอยออกมาในรูปอิสระภายนอกผนังเซลล
ของจุลินทรีย โพลีแซคคาไรดของแบคทีเรียโดยปกติจะอยูในรูปของแคปซูล เมือกหรือของเหลว
เหนียวที่มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา
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อีพีเอสสงผลตอสมบัติทางกายภาพของดิน เชน การเกาะกันของอนุภาคดิน ถามี
การสะสมของอีพีเอสในดินมากขึ้นจะทําใหอนุภาคดินเกาะกันมากขึ้นทําใหออกซิเจนแพรผานลง
ไปในชั้นดินไดนอย (Miller and Donahue, 1995; Atlas and Bartha, 1992)

การศึกษาชั้นดินกลบทับในหลุมฝงกลบมูลฝอยจริงของ Hilger et al. (1999) พบวา
การสะสมของอีพีเอสระหวางกระบวนการมีเทนออกซิเดชันจะเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหอัตรามีเทน
ออกซิเดชันลดลง

 
ปจจัยที่ควบคุมการผลิตอีพีเอสในดินที่ เกิดมีเทนออกซิเดชัน ไดแก อุณหภูมิ  

ปริมาณความชื้นและสัดสวนของกาซออกซิเจนตอกาซมีเทน การผลิตอีพีเอสมักพบในดินที่มี
ปริมาณความชื้นรอยละ 5-33 อยางไรก็ตามการแปรคาอุณหภูมิระหวาง 20-45 oซ ไมมีผลอยางมี
นัยสําคัญตอการผลิตอีพีเอสและการเพิ่มสัดสวนของกาซออกซิเจนตอกาซมีเทนจะมีผลใหการผลิต
อีพีเอสเพิ่มสูงตามไปดวย (Chiemchaisri et al., 2001)

9)  สารอินทรียในดิน

  สารอินทรียจะชวยทําใหสภาวะแวดลอมของดินมีความเหมาะสมตอการเจริญของ
จุลินทรียในรูปของแหลงอาหารเนื่องจากสัดสวนของสารอินทรียในดินมีปริมาณของคารบอนและ
ไนโตรเจนมากซึ่งเปนแหลงที่สําคัญในการสะสมอาหารในดิน  สารอินทรียในดินสวนใหญพบใน
รูปของฮิวมัส ทั้งยังชวยสงเสริมกระบวนการทํางานของจุลินทรียโดยใชเปนแหลงพลังงาน 
นอกจากนี้ถาปริมาณสารอินทรียในดินสูงมากเกินไปจะเกิดผลในทางตรงขาม คือ มีผลตอการแพร
ของกาซสูชองวางของอนุภาคดินนอยลง เนื่องจากการเกาะกันแนนของอนุภาคดิน (Glinski and 
Stepniewski ,1986)

          จากการศึกษา Borjesson and Svensson (1997) ซึ่งทําการศึกษาในสวีเดนพบวาเมื่อ
เพิ่มปริมาณสารอินทรียในชั้นดินกลบทับ (สัดสวน C / N สูง) สงผลใหอัตราออกซิเดชันกาซมีเทน
มีคาเพิ่มขึ้นดวย



21

10)  ธาตุอาหารในดิน

       โดยปกติธาตุอาหารเปนปจจัยสําคัญตอสิ่งมีชีวิตทุกชนิด อยางไรก็ตามสิ่งมีชีวติแต
ละชนิดจะตอบสนองตอสารอาหารแตกตางกัน เพราะมีความตองการธาตุอาหารตางชนิดกัน  
แบคทีเรียบางชนิดสามารถใชธาตุอาหารเปนแหลงอาหารหลัก เชน แอมโมเนียม ไนไตรตและ
ไนเตรทเปนแหลงอาหารสําหรับแบคทีเรียจําพวกไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิง ดินมีองคประกอบ
ของสารอินทรียคารบอน สารอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนและแบคทีเรียสามารถใชแหลง
ไนโตรเจนในรูปของไนเตรทและฟอสฟอรัสในรูปของฟอสเฟต

ปริมาณธาตุอาหารมีผลตอกระบวนการออกซิเดชันของกาซมีเทนในดินโดย  
Rosvlev  et  al. (1997) รายงานวาปริมาณแอมโมเนียมีผลตอกระบวนการออกซิเดชันของกาซมีเทน
ในดิน โดยที่สภาวะความเขมขนของแอมโมเนีย 0.1-1.0 โมลตอกรัมดินแหง พบวาอัตรา
ออกซิเดชันกาซมีเทนมีคาลดลงประมาณรอยละ 85 – 99

จากการศึกษาของ Boechx and Cleemput (1996) พบวาการเพิ่มความเขมขนของ
แอมโมเนียในดินจาก 4 เปน 104 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดินแหงสงผลใหอัตราการออกซิเดชันกาซ
มีเทนในชั้นดินมีแนวโนมลดลง ในขณะที่การเพิ่มความเขมขนไนเตรทจาก 2.5 - 100 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมดินแหงพบวาไมมีผลตอปฏิกิริยาออกซิเดชันดังแสดงในตารางที่  5  

11)  จุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน

นอกจากจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟแลวยังพบจุลินทรียกลุมอื่นๆที่อาศัยอยูในดิน
และใชออกซิเจนเชนเดียวกับเมทาโนโทรฟทําใหประสิทธิภาพการทํางานของเมทาโนโทรฟลดลง
และทําใหอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันต่ําลงโดยจุลินทรียกลุมดังกลาว ไดแก โปรโตซัวกลุม
Actinomycetes กลุม Chemoautotroph (Nitrosomonas, Nitrobacter, Carboxydomonas) และกลุม 
Heterotrophs (Azotobacter, Arthrobacter, Azotomonas)



22

ตารางที่  5  ผลของแอมโมเนียมและไนเตรทอิออนตออัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
      
แอมโมเนียมอิออน                     ไนเตรทอิออน

        
     ความเขมขน              อัตราการเกิดมีเทน                  ความเขมขน         อัตราการเกิดมีเทน

ออกซิเดชัน  ออกซิเดชัน
( mg / kg ดินแหง )       ( ng CH4 / g . h )                 ( mg / kg ดินแหง )      ( ng CH4 / g . h )                  

4          2.36              0        1.82
              29          2.01              2.5        1.86
              54          1.52              50        1.81
              79          0.78              75        1.84
            104          0.53             100        1.73

ที่มา  :  Boechx and Cleemput (1996) 

12)  การปลูกพืชคลุมชั้นดิน

Hilger et al. (1999) พบวาการปลูกพืชคลุมหนาดินจะกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
สภาพทางฟสิกสของดินโดยรากของพืชจะชอนไชลงไปในดินทําใหการกระจายตัวของอากาศลงสู
ดินดีขึ้นซึ่งเหมาะสําหรับการเกิดปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน

Schutz et al. (1999) พบวามีเทนสามารถถูกลําเลียงในตนพืช โดย Aerenchyma of 
Vascular โดยอาศัยการเคลื่อนที่ของโมเลกุลกาซเนื่องจากผลของความแตกตางระหวางความดัน
และสําหรับผิวดินที่บริเวณรากพืชมีลักษณะกึ่งไรอากาศ (Anoxic) พืชอาจมีการดึงกาซมีเทนเขาสู
ตนพืชทางราก  

Maurice and Lagerkvist (1998)  พบวาพืชสามารถดึงคารบอนไดออกไซดไปใช
ในกระบวนการสังเคราะหแสงซึ่งผลที่ไดคือ ออกซิเจน โดยกาซดังกลาวเปนสารตั้งตนสําหรับ
ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน ปฏิกิริยาสังเคราะหแสงจะเกิดมากบริเวณสวนของพืชที่มีคลอโรพลาสต
โดยรอยละ 90 ปฏิกิริยาสังเคราะหแสงจะเกิดขึ้นที่ใบพืช ในขณะที่กระบวนการหายใจของพืชเปน
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กระบวนการออกซิเดชันคารโบไฮเดรตเกิดขึ้นที่ไมโตคอนเดรียของพืชจะมีการใชออกซิเจน
บางสวนในดินโดยอาจมีการดึงกาซดังกลาวผานทางรากพืชสงผลใหมีปริมาณออกซิเจนในดิน
ลดลงเปนผลกระทบตอการดึงออกซิเจนไปใชในปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน เชนเดียวกับ Glinski 
and Stepnieaski (1986) ซึ่งไดอธิบายวากระบวนการหายใจของพืชสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของ
กาซในชั้นดินที่มีการปลูกพืช  โดยพืชจะมีการนําออกซิเจนจากดินไปใชในกระบวนการหายใจ  
โดยมีอัตราการใชออกซิเจน 0.15 - 0.52 ลูกบาศกเซนติเมตรตอกิโลกรัมตอชั่วโมง สําหรับดินรวน
ปนทรายและใหกาซคารบอนไดออกไซดออกมาในอัตรา 0.14 - 1.63 ลูกบาศกเซนติเมตรตอ
กิโลกรัมตอชั่วโมงในดินชนิดเดียวกันและหากพบวาความพรุนในดินต่ํา (นอยกวา 0.2) อัตราการ
หายใจของพืชจะลดลง

6.  แบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟ

เมทิลโลโทรฟแบคทีเรีย (Methylotroph  bacteria) คือ กลุมของแบคทีเรียที่ใชอากาศในการ
เจริญและสามารถดึงสารประกอบที่มีคารบอนเปนองคประกอบอยู 1 อะตอมมาใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงานในกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล โดยสารประกอบที่มีคารบอนเปน
องคประกอบอยู 1 อะตอมนั้น ไดแก มีเทน (CH4), เมทานอล (CH3OH), เมทิลเลทเอมีน, ฮาโลมีเทน
และสารประกอบเมทิลที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบ เปนตน ดังนั้นเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย 
(Methanotroph bacteria) จึงเปนสมาชิกของเมทิลโลโทรฟแบคทีเรียเนื่องจากเชื้อเมทาโนโทรฟใช
คารบอนอะตอมจากกาซมีเทนเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ (Anthony, 1982, 1986,
1991)

6.1  การจําแนกสายพันธุเชื้อเมทาโนโทรฟ

ในการจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟนั้นไดมีการจําแนกเชื้อดังกลาวโดยอาศัยเกณฑในการ
จําแนกหลายรูปแบบดวยกัน กลาวคือ การจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางกายภาพและชีวเคมี การ
จําแนกโดยอาศัยรหัสทางพันธุกรรม โดยการจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีนั้น
เปนการจําแนกที่นิยมใชมาแตเดิมเนื่องจากแบคทีเรียแตละชนิดมีลักษณะเฉพาะของโคโลนี (การ
เจริญของเชื้อจุลินทรียบนอาหารแข็ง) ที่สามารถจําแนกไดดวยตาและปฏิกิริยาทางชีววิทยาแตตอง
ใชเวลานานในการวิเคราะหและไมเหมาะกับการจําแนกเชื้อที่อยูรวมกันในสิ่งแวดลอมเนื่องจากมี
ขอจํากัดของสารอาหารที่ไมสามารถเตรียมไดเหมือนธรรมชาติไดทั้งหมด ดังนั้นในปจจุบันจึงนิยม
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ใชรหัสทางพันธุกรรมในการจําแนกเนื่องจากยีนที่ใชในการจําแนกนั้นมีความจําเพาะในแตละสาย
พันธุและสามารถบอกไดถึงความใกลชิดของแตละสายพันธุทั้งยังใชเวลาในการวิเคราะหไมนาน
และเหมาะกับการตรวจหาเชื้อที่อาศัยในสิ่งแวดลอมโดยวิธีการในการวิเคราะหโดยอาศัยรหัสทาง
พันธุกรรมนี้ในปจจุบันมีหลายวิธีดวยกัน คือ วิธีการฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันหรือฟช 
(Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) และวิธีการโพลีเมอเรสเชนรีแอกชันหรือพีซีอาร 
(Polymerase Chain Reaction, PCR)

1)  การจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟทางกายภาพและชีวเคมี

      เมทาโนโทรฟเปนแบคทีเรียที่ใชคารบอนอะตอมจากกาซมีเทนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานในการเจริญซึ่งคนพบโดย Whittenbury et al. (1970, 1984) ซึ่งจําแนกเมทาโนโทรฟไดกวา 
100 ชนิดโดยอาศัยลักษณะรูปรางของเซลล (Cell Morphology) รูปแบบของระยะพัก (Resting 
stages formed) ลักษณะโครงสรางของเยื่อหุมไซโตพลาสมิด (Fine structure intracytoplamic 
membrane) และลักษณะภายนอกทั่วไป (Physiological Characteristics) โดยสามารถแบงเชื้อเมทา
โนโทรฟดังกลาวออกเปน 2 ชนิดดวยกัน คือ เมทาโทรฟชนิดที่ 1 ซึ่งมีลักษณะรูปรางเปนแทงหรือ
รูปรางเปนทรงกลม ไมสามารถเจริญในที่ที่มีอุณหภูมิสูงได (ประมาณ 45oซ) ลักษณะของเยื่อหุมไซ
โตพลาสมิดมีลักษณะเรียงเปนแผนซอนกันคลายแผนจานภายในเซลล มีรูปแบบของระยะพักอยูใน
รูปของซิสท (cyst) ไดแก สายพันธุ Methylomonas spp.และ  Methylobacter spp. ในขณะที่เชื้อเมทา
โนโทรฟชนิดที่ 2 มีลักษณะรูปรางเปนแทงและในบางชนิดมีรูปรางเปนวงรี  ไมสามารถเจริญในที่
ที่มีอุณหภูมิสูงได (ประมาณ 45oซ)  ลักษณะของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดมีลักษณะเปนเยื่อหุม 2 ชั้น
ขนานไปกับผนังเซลล รูปแบบของระยะพักอยูในรูปของซิสท (cyst) และสปอร (Exospores) ไดแก 
สายพันธุ Methylosinus., Methylocystis spp. ตอมาไดมีการศึกษาโดยนักวิจัยหลายทานซึ่งไดสรุปวา
แบคทีเรียกลุมนี้จะอาศัยเอนไซมมีเทนโมโนออกซีจีเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (Methane Monooxygenase, 
MMO) เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการออกซิเดชันกาซมีเทนใหเปลี่ยนรูปเปนเมทานอลและฟอรมัล
ดีไฮนตามลําดับซึ่งฟอรมัลดีไฮนนี้เปนสารตัวกลางที่สําคัญในการนําไปใชประโยชนของเซลลและ
ผลของปฏิกิริยาขั้นสุดทาย คือ กาซคารบอนไดออกไซดดังแสดงในภาพที่ 2 โดยฟอรมัลดีไฮดซึ่ง
เซลลจะสามารถดูดซึมเขามาใชประโยชนในเซลลนั้นจะมีทางในการนําเขาสูเซลล 2 รูปแบบ
ดวยกัน คือ วิธีอารยูเอ็มพี (RumP Pathways) และวิธีซีรีน (Serine Pathways) โดยรูปแบบในการ
นําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสูเซลลนั้นทําใหสามารถจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟออกเปน 2 ชนิดดวยกัน 
คือ ชนิดที่นําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสู
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ภาพที่  2  วิถีทางในการเกิดมีเทนออกซิเดชันและการดูดซึมฟอรมัลดีไฮดของเชื้อเมทาโนโทรฟ   
ที่มา  :  Hanson and Hanson (1996)

เซลลดวยวิธีอารยูเอ็มพีจัดเปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และชนิดที่นําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสูเซลล
ดวยวิธีซีรีนจัดเปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 (Anthony, 1982, 1986, 1991; Large and Bamforth, 
1998) นอกจากนี้ยังพบเมทาโนโทรฟสายพันธุใหมคือเมทาโนโทรฟชนิดเอกซ (X) คือ 
Methlococcus capsulatus  เนื่องจากมีลักษณะบางประการรวมกันระหวางเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 
และ 2 แตมีลักษณะรูปรางโดยสวนใหญเปนทรงกลมและมักพบเปนคู (dicocci) สามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิ 45 oซ และมีลักษณะของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดเรียงเปนแผนซอนกันคลายแผนจาน 
รูปแบบของระยะพักอยูในรูปของซิสท(cyst) อาศัยกระบวนการอารยูเอ็มพีและซีรีนในการดูด
ซึมฟอรมัลดีไฮนเขาไปใชประโยชนภายในเซลลโดยสามารถสรุปลักษณะเฉพาะของเมทาโนโทรฟ
แตละชนิดดังแสดงในตารางที่  6          
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  ในปจจุบันมีการตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟในพื้นที่วิกฤต เชน ในพื้นที่ที่มีความเปน
กรด อาทิ Sphagnum peat bogs ซึ่งมีคาความเปนกรดดางประมาณ 4-4.5 สามารถตรวจพบเชื้อเมทา
โนโทรฟที่เจริญในพื้นที่ดังกลาว ไดแก Methylocella palustis  และ Methylocapsa acidiphila  โดย
ลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรียทั้งสองนั้นมีลักษณะเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีรูปราง
แบบแทงหรือวงรีคลายไขขนาด 0.6 - 1 ไมโครเมตรและขยายพันธุดวยวิธีการแบงเซลล นอกจากนี้
แบคทีเรียดังกลาวไมสามารถเคลื่อนที่ไดและเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางประมาณ 4.2-7.5  
อุณหภูมิระหวาง 4–30 oซ (อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 15–25 oซ) และเปนแบคทีเรียที่มีการดูดซึมฟอร
มัลดีไฮนเขาไปใชในกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลลดวยวิธีซีรีน (Dedysh et al., 1998a; 1998b; 
2000) ดังนั้นจึงจัด Methylocella palustis และ Methylocapsa acidiphila เปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิด
ที่ 2 ที่เจริญไดในสภาวะกรด (acidophilic methanotrophs)  

2)  การจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟโดยอาศัยรหัสทางพันธุกรรม

  ในปจจุบันไดมีการใชยีน 16s rRNA และ 5s rRNA มาใชในการจําแนกสายพันธุของ
สิ่งมีชีวิตเนื่องจากรหัสทางพันธุกรรมนี้เปนกลุมยีนที่เปนองคประกอบยอยภายในไรโบโซมของ
แบคทีเรียที่มีความจําเพาะในแตละสายพันธุและยังคงลักษณะจําเพาะของสายพันธุนั้นๆไวถึงแมวา
สิ่งมีชีวิตเหลานี้จะเกิดการกลายพันธุ โดยในการจําแนกดวยยีนดังกลาวทําใหทราบวาแบคทีเรียกลุม
เมทิลโลโทรฟและเมทาโนโทรฟจัดเปนแบคทีเรียกลุม Proteobacteria คือ แบคทีเรียที่มีเยื่อหุมเซลล
ชั้นนอก (outer membrane) ประกอบไปดวยไลโพโพลีแซคคาไลด (Lipopolyacccharide) ซึ่งมีการ
จัดเรียงตัวของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดแตกตางกันไปซึ่งมีลักษณะยีนแตกตางกันทําใหสามารถ
จําแนกเชื้อแบคทีเรียกลุมเมทิลโลโทรฟออกเปน 3 กลุมดวยกัน คือ กลุมที่เปน  Proteobacteria,  
Proteobacteria และ  Proteobacteria ดังแสดงในภาพที่ 3 โดยเมื่อพิจารณาวิธีการในการดูด
ซึมฟอรมัลดีไฮนและความสามารถในการใชมีเทนของแบคทีเรียกลุม Proteobacteria แลวพบวาเม
ทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ซึ่งอยูในตระกูลเมทิลโลคอคคาเซ (Family Methylococcaceae) จัดเปนเชื้อเม
ทาโนโทรฟในกลุม    Proteobacteria และเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 จัดเปนเมทาโนโทรฟใน
ตระกูล  Proteobacteria ดังแสดงในภาพที่ 3 โดย 16s rRNA และ 5s rRNA ที่ Bowman et al., 
1995 ใชในการศึกษานั้นดังแสดงในตารางที่ 7
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ภาพที่  3  Phylogenetic Tree ของเชื้อเมทิลโลโทรฟ เมทาโนโทรฟและแบคทีเรียชนดิอื่นที่จําแนก
ตามกลุมของ Proteobacteria (อาศัย 16s rRNA และ 5s rRNA ในการจําแนก)

หมายเหตุ  : M., Methylobacterium ;  Mcy., Methyloystis; Ms., Methylosinus; Mb., Methylobacterium; 

                      Mc., Methylococcus; Mp., Methylophilus; Mmc., Methylomicrobium; Mm.,Methylomonas; 
                     Mtm., Methanomonas.
                     Group Ia ; methanotrophic bacteria that employ the RuMP pathway for formaldehyde assimilation, 
                     Group Ib ;methylotrophs that employ the RuMP pathway for formaldehyde oxidation but do not            
                     oxidize or grow with methane as a source of carbon and energy.
                     Group IIa ; methanotrophic bacteria that employ the serine pathway for formaldehyde assimilation,                  
                     Ggroup IIb methanotrophic bacteria that  utilize the serine pathway for formaldehyde oxidation but    
                     do not utilize methane.

ที่มา  :  Hanson and Hanson (1996)
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ตารางที่ 7  โพรป (16s rRNA และ 5s rRNA) ที่ใชในการจาํแนกเชื้อเมทิลโลโทรฟและ
 เมทาโนโทรฟแบคทีเรียสกุลตางๆ 

Probe Target group Target Site Sequence (3’  5’)

10

MM650
MM850
9

1034
M669
M1004
M450
M84
M705
Mcell-1026
AcidM-181

Mcaps-1032
Msint-1268
Msins-647
Mcyst-1432

RuMP Methylotrophs, including 
Type I Methanotrophs
Type I Methanotrophs
Type I Methanotrophs
Serine Methylotrophs, including 
Type II Methanotrophs
Type II Methanotrophs
Methylobacter and Methylomonas
Methylomicrobium spp.
Methylosinus and Methylocystis
Type I Methanotrophs
Type I Methanotrophs
Methylocella palustris
Methylocella palustris and 
Methylocapsa acidiphila
Methylocapsa acidiphila
Methylosinus trichosporium
Methylosinus sporium
Methylocystis spp.

197-216

650-667
850-869
142-159

1034-1055
669-690

1004-1022
450-470
84-103

705-724
1026-1043
181-198

1032-1049
1268-1285
647-664

1432-1449

TTCGCCCCCTAGAAGCCTGG

TGATCTCAACTCATCTCC
AATCACCACCTCGATTGCAT
CAAGCCTTATTGAGTCCC

CGAAACCTGTACAGGCCATACC
CTCACCTTAAAGTCCACATCG
TTAGACACTCTCTAGCAT
CTATTACTGCCATGGACCTA
AGCCCGCGACTGCTCACC
CTAGACTTCCTTGTGGTC
TGAAGCCCACCGCTCTTG
GCAGGCGTTCCTCTTTCT

CTCGGCCCTGTGTCCAC
TGGGCCTCGTTTAGAGGT
CCAGATCTCAGGCCCTCT
TTCCGCAAAGCGGTTGGC

ที่มา  :  Bratina et al. (1992); Bruseau et al. (1994); Bulygina et al. (1990); Hanson et al. (1991);
            Tsien et al. (1990); Dedysh et al. (2001,2003); Eller et al. (2001)

      นอกจากนี้ Bowman et al. (1995) ยังอาศัยกลุมยีน 16s rRNA และ 5s rRNA ใชในการ
จําแนกแบคทีเรียในตระกูลเมทิลโลคอคคาเซ (Family Methylococcaceae) เพื่อใชในการจําแนกใน
แตละสกุล (genus) ของเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1โดยพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ประกอบ
ไปดวย Methylococcus spp., Methylobacter spp., Methylomicrobium spp. และ Methylomonas spp.
ดังแสดงในภาพที่ 4  และสําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 นั้นประกอบไปดวยสกุล Methylosinus 
spp., Methylocystis spp., Methylocella palustris และ Methylocapsa acidiphila (Bowman, 1995; 
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Dedysh et al., 2003)  ดังแสดงในภาพที่ 5 โดย 16s rRNA และ 5s rRNA ที่ใชในการจําแนกสกุล 
(genus) ตางๆของเชื้อเมทาโทรฟนี้ดังแสดงในตารางที่ 7  

ภาพที่  4   Phylogenetic Tree ของแบคทีเรียตระกูล Methylococcaceae และแบคทีเรียอ่ืนๆใน 
  Proteobacteia  

ที่มา  :  Hanson and Hanson (1996)
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ภาพที่  5  Phylogenetic Tree ของเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ใน α Proteobacteria   
ที่มา  :  Dedysh  et  al. (2003)

6.2  การตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟในสิ่งแวดลอม

ในงานวิจัยที่ศึกษามากอนหนานี้เกี่ยวกับเชื้อเมทาโนโทรฟพบวาสามารถตรวจพบเชื้อ
เมทาโนโทรฟแบคทีเรียในบริเวณตางๆ ไดแก พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย พื้นที่ในนาขาว ทะเลสาบ    
เปนตน โดยในงานวิจัยที่ศึกษาเมทาโนโทรฟแบคทีเรียในหนาดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
มูลฝอยจริง เชน Nozhevnikova (1993) พบวาในรัสเซียมีแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟทั้ง 2 แบบ
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แสดงดังตารางที่ 8 โดยเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มักพบในสภาพอากาศหนาวเย็น สวนงานวิจัยที่
ศึกษาแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟในหนาดินกลบทับจําลอง เชน เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 
สามารถเจริญไดดีในบริเวณดานบนของคอลัมนดิน ซึ่งเปนบริเวณที่มีความเขมขนของกาซมีเทนต่ํา
ในขณะที่เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 นั้นสามารถเจริญไดดีในบริเวณดานลางของคอลัมนดินซึ่งเปน
บริเวณที่มีความเขมขนกาซมีเทนสูงและมีความเขมขนของออกซิเจนต่ําแตอยางไรอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนั้นจะมีคาลดลงตามระดับความลึกเนื่องดวยขอจํากัด
ทางดานปริมาณออกซิเจน (Hanson and Hanson, 1996)  

ตารางที่  8  แบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟที่พบในหนาดินกลบทับของหลุมฝงกลบมูลฝอยรัสเซีย

สปชีส
ชนิดแบคทีเรีย                 
Methanotrophs

ความถี่ที่พบใน
การสุมตัวอยาง

(รอยละ)

ความสามารถในการเจริญ เติบโตที่
6 oC  (นับจํานวนเซลลโดยใชกลอง

จุลทรรศน)
Methylococcus  capsulatus
Methylomonas  methanica
Methylomonas  albus
Methylobacter  bovis
Methylobacter  vinelandii
Methylobacter  chrococcum
Methylobacter  capsulatus
Methylosinus  sporium
Methylosinus  triosporium
Methylocystis  parvas
Methylocystis  minimus
Methylocystis  methanolicus
Methylocystis  periformis
Methylocystis  echinoids

II
I
I
I
I
I
I
II
II
II
II
II
II
II

30
0
90
90
0
95
30
60
30

100
30
0
40
70

-
-

++
+++

-
+++

-
+
-

+++
+
-
-

+/-

หมายเหตุ   (-) : 0 เซลล, (+/-) : 1–2 เซลล, (+) : 5–20 เซลล, (++) : 20–50 เซลล, 
    (+++) : 50–100 เซลล

ที่มา  :  Nozhevnikova (1993)
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ในการศึกษาในพื้นที่ที่มีความเปนกรดตรวจพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 สามารถ
เจริญไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 สายพันธุ Methylocella 
palustris  และ  Methylocapsa acidiphila ซึ่งเปนแบคทีเรียที่เจริญในพื้นที่ที่มีความเปนกรดโดย
เมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 นี้สามารถเจริญไดที่คาความเปนกรดดางระหวาง 5.5-6.7 (Dedysh et al., 
1998a) นอกจากนี้ในการศึกษาของ Dunfield et al., 1993  ยังพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
ในพื้นที่ที่เปนกรดนั้นสามารถเกิดไดดีที่ความเปนกรดดางประมาณ 6-7 โดยในการศึกษาปริมาณ
เชื้อเมทาโนโทรฟโดยวิธีฟชในพื้นที่ที่มีความเปนกรดระหวาง 4-4.5 สามารถตรวจพบเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟชนิดตางๆดังแสดงในตารางที่  9

ตารางที่ 9 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟที่ตรวจพบในพื้นที่ที่มคีวามเปนกรดโดยวิธีฟช 

จํานวนเซลลที่ตรวจพบในโพรปตางๆ (x104 เซลลตอกรัมดินเปยก)

พื้นที่ที่ทําการศึกษา
M450 Mcyst-1432 Mcaps-1032 Mcell-1026 M84+M705

ไซบีเรียตอนใต
เยอรมันนีตอนเหนือ

180+10.0
570+60.0

180+10.0
550+6.0

14+5.0
14+9.0

119+11.0
6 + 4.0

0.2+0.2
6.1+3.6

ที่มา  :  Dedysh et al. (2003)

7. ฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน

เทคนิคการทําฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันหรือฟช (Fluorescent In Situ
Hybridization, FISH) นั้นเปนวิธีการในการตรวจหาชนิดของจุลินทรียที่ไดรับความนิยมและยังมี
ความแมนยําจําเพาะตอจุลินทรียนั้นๆโดยการใชโพรป (probe)  ซึ่งโพรปที่ใชนี้คือลําดับของเบสใน
สายนิวคลีโอไทดของเชื้อจุลินทรียซึ่งมีความจําเพาะตอเชื้อจุลินทรียที่ทําการศึกษาดังกลาวโดย
โพรปนี้จะทําการติดฉลากดวยสารเรืองแสงที่สามารถคายพลังงานออกมาในรูปของแสงเมื่อดูดซึม
หรือกระทบเขากับพลังงานสูง เชน แสงอุลตราไวโอเลต เพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อดังกลาวในเชิง
ปริมาณของเชื้อดังกลาว  
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การใชโพรปติดฉลากเขาจับกับกรดนิวคลิอิกภายในเซลล เกิดขึ้นครั้งแรกเมื่อป 1969 โดย 
Gall  และ John ไดใชโพรปที่ติดฉลากดวยสารรังสี (Gall et al., 1969) ตอมาป 1980 Bauman ได
พัฒนาการติดฉลากดวยสารเรืองแสงแทนการใชสารรังสีเมื่อเปรียบเทียบกันระหวางสารรังสีและ
สารปลอดรังสีที่สามารถเรืองแสงแลว สารเรืองแสงจะชวยใหทํางานไดสะดวก รวดเร็วและมีความ
ปลอดภัยมากยิ่งขึ้น สัญญาณมีความคมชัดมากขึ้นและมีความคงตัวมากกวา (Bauman et al., 1980)  
ในปลายป คศ.1980 ไดมีการใชโพรปหลายประเภทติดฉลากเรืองแสงแตที่นิยมในงานฟชเปน
โพรปที่ติดฉลากดวยไบโอติน (biotin) หรือไดออกซิจินิน (digoxigenin) แลวใชอะวีดิน (avidin)
หรือแอนติไดออกซิจินิน (anti-digoxigenin) มาเชื่อมตอกับสารเรืองแสงหรือโรดามีน (rhodamine)
เขาจับอีกชั้นหนึ่งเมื่อโพรปที่ติดสารเรืองแสงเขาสรางพันธะกับกรดนิวคลิอิกเปาหมายแลวสามารถ
ตรวจหาสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดภายในกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรสเซนต  

สําหรับการทําอินซิตูไฮบริไดเซชันนั้นสามารถทําไดโดยที่กรดนิวคลิอิกจะไมถูกแยกสกัด
ออกมาจากตัวอยางตรวจโดยจะถูกรักษาใหอยูในสภาพเดิมของมันใหมากที่สุดและนํามาปะติดบน
สไลด  ในขั้นตอนของการทําไฮบริไดเซชันจะทําบนแผนสไลดซ่ึงปฏิกิริยาไฮบริไดเซชันจะเกิดขึ้น
ภายในเซลลหรือเนื้อเยื่อจึงทําใหทราบวาในตัวอยางดังกลาวมีกรดนิวคลิอิกเปาหมายหรือไมพรอม
ทั้งยังสามารถระบุตําแหนงที่อยูของกรดนิวคลิอิกอีกดวยหลังจากนั้นจึงนําตัวอยางที่ตองการตรวจ
มาทําการลาง (washing) แลวสามารถตรวจหาสัญญาณดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรส
เซนตไดทันทีดังแสดงในภาพที่  6  

แตในปจจุบันการตรวจหาสัญญาณฟลูออเรสเซนตจากโพรปที่ไดรับการติดฉลากดวยสาร
เรืองแสงโดยตรง ไมเปนปญหาอีกตอไปเนื่องจากมีอุปกรณการตรวจจับสัญญาณแสงที่มีความไว
สูง เชน cooled CCD cameras ที่ตอเขากับคอมพิวเตอรประสิทธิภาพสูงเพื่อชวยในการขยาย
สัญญาณและประมวลผล การใชโพรปติดฉลากสารเรืองแสงโดยตรงมีขอที่ควรระวัง คือ แสง
อาจจะออนหรือจางลงในชวงการทําไฮบริไดเซชัน (hybridization) จึงควรหลีกเลี่ยงไมใหกระทบ
กับแสงสวางมากเกินไป

สําหรับโพรปที่ใชในการตรวจหาเชื้อเมทาโนโทรฟที่ใชในงานวิจัยครั้งนี้นั้นเปนโพรปที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1 (Methylomonas spp., Methylobacter spp., 
Methylococcus spp., Methylomicrobium spp.) และชนิดที่ 2 (Methylosinus spp.และ Methylocystis 
spp.) นอกจากนี้ยังมีเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2  อีกบางสวนที่ไมสามารถตรวจพบไดดวยโพรป 
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     Fixation                             Sample Preparation                                     Hybridization

                                                                                                
                                                         

              DAPI  Straining

                                                                                                              
                                                Washing                              Observe  with Fluorescent Microscope      

ภาพที่  6  เทคนิคการทําฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชนั     

ดังกลาว  คือ Methylocella spp. และ Methylocapsa spp.ดังนั้นจึงตองใชโพรป  Mcell-1026, 
Mcaps-1032  ในการตรวจหาปริมาณเชื้อดังกลาวตามลําดบั นอกจากนี้ยังทําการศึกษาแบคทีเรีย
ชนิดไนตริไฟอิงซ่ึงเปนแบคทีเรียที่สามารถเปลี่ยนรูปแอมโมเนียไนโตรเจนใหกลายเปนไนไตรต
และไนเตรทซึ่งก็คือ Nitrosomonas  spp. และ Nitrobacter spp. ตามลําดับ โดยรายละเอียดของ
โพรปที่ใชนั้นดังแสดงในตารางที่  10
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8.   ขอมูลทั่วไปของพื้นทีท่ี่ทําการศึกษา

8.1  ขอมูลทั่วไปของจังหวดัปทุมธานี

ปทุมธานีเปนจังหวัดในภาคกลางของประเทศไทยพื้นที่สวนใหญของจังหวัดเปนที่
ราบลุมริมสองฝงแมน้ําโดยมีแมน้ําเจาพระยาไหลผานใจกลางจังหวัดในเขตอําเภอเมืองปทุมธานี
และอําเภอสามโคก  ทําใหพื้นที่ของจังหวัดปทุมธานีถูกแบงออกเปน 2 สวน คือ ฝงตะวันตกของ
จังหวัดหรือบนฝงขวาของแมน้ําเจาพระยา ไดแก พื้นที่ในเขตอําเภอลาดหลุมแกวกับพื้นที่บางสวน
ของอําเภอเมืองและอําเภอสามโคก กับฝงตะวันออกของจังหวัดหรือบนฝงซายของแมน้ําเจาพระยา 
ไดแก พื้นที่อําเภอเมืองบางสวน อําเภอธัญบุรี อําเภอคลองหลวง อําเภอหนองเสือ อําเภอลําลูกกา
และบางสวนของอําเภอสามโคก

โดยปกติระดับน้ําในแมน้ําเจาพระยาในฤดูฝนจะเพิ่มสูงขึ้นเฉลี่ยประมาณ 50 
เซนติเมตร ซึ่งทําใหเกิดภาวะน้ําทวมในบริเวณพื้นที่ราบริมฝงแมน้ําเจาพระยาเปนบริเวณกวางและ
กอใหเกิดปญหาอุทกภัยในพื้นที่ฝงขวาของแมน้ําเจาพระยาสําหรับพื้นที่ทางฝงซายของแมน้ํา
เจาพระยานั้นเนื่องจากประกอบดวยคลองซอยเปนคลองชลประทานจํานวนมากจึงสามารถควบคุม
ปริมาณน้ําไดทําใหปญหาเกี่ยวกับอุทกภัยในบริเวณดังกลาวมีนอยกวา

จังหวัดปทุมธานีอยูหางจากกรุงเทพประมาณ 46 กิโลเมตร และมีพื้นที่ทั้งหมด
ประมาณ 1,565.856 ตารางกิโลเมตร เเบงเขตการปกครองออกเปน 7 อําเภอ คือ อําเภอเมือง
ปทุมธานี อําเภอสามโคก อําเภอลาดหลุมเเกว อําเภอธัญบุรี อําเภอหนองเสือ อําเภอคลองหลวงและ
อําเภอลําลูกกา  โดยจํานวนประชากรของทั้งจังหวัดประมาณ 731,711 คน (ที่ทําการปกครอง
จังหวัดปทุมธาน,ี 2547)

8.2  ปริมาณมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานี

เทศบาลเมืองปทุมธานี ตั้งอยูในเขตอําเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี มีพื้นที่ 38.90 ตาราง
กิโลเมตร มีจํานวนประชากรทั้งสิ้น 18 ,916 คน จํานวนครัวเรือน 5,324 ครอบครัว ภายในเขต
เทศบาลฯ มีปริมาณขยะมูลฝอยเกิดขึ้นเฉลี่ยประมาณวันละ 34.05 ตัน สําหรับอัตราการเกิดขยะมูล
ฝอยของเทศบาลเมืองปทุมธานีมีอัตราเทากับ 1.80 กิโลกรัมตอคนตอวัน การจัดการขยะมูลฝอยที่
เกิดขึ้นในปจจุบันกําจัดโดยการฝงกลบอยางถูกสุขลักษณะ บริเวณสถานที่กําจัดขยะมูลฝอยของ
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เทศบาลเมืองปทุมธานี ตั้งอยูหมู 4  ตําบลบอเงินอ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี (กรมควบคุมมลพิษ,  
2546)

8.3  ลักษณะสมบัติของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานี

สําหรับการวิเคราะหองคประกอบของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานีพบวา
องคประกอบของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานีมีปริมาณของเศษอาหาร เศษกระดาษ 
พลาสติก เศษแกว อลูมิเนียม เหล็กไม ยาง เศษผา หนัง ถานไฟฉาย แบตเตอรรี่โทรศัพท หลอด
ไฟฟาและอื่นๆดังแสดงในตารางที่ 11 และเมื่อนําเอามูลฝอยดังกลาวทําการวิเคราะหองคประกอบ
ทางเคมีพบวามีปริมาณความชื้นเทากับ (MC%) เทากับรอยละ 54.73 ปริมาณของแข็งรวมทั้งหมด 
(TS%) เทากับรอยละ 45.27 ปริมาณของของแข็งระเหยทั้งหมด (VS%) เทากับรอยละ 89.51  
ปริมาณคารบอนทั้งหมด (C%) เทากับรอยละ 49.73 ปริมาณไฮโดรเจนทั้งหมด (H%) เทากับรอยละ 
5.59 ปริมาณออกซิเจนทั้งหมด (O%) เทากับรอยละ 33.63  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (N%) เทากับ
รอยละ 0.27 ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด (P%) เทากับรอยละ 0.28 ปริมาณซัลเฟอร (S%) เทากับรอย
ละ 0.001 และปริมาณความรอน (Heat of combustion ) มีคาเทากับ 4,589.99 แคลอรี่ตอกรัม (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2546)

ตารางที่  11  องคประกอบของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานี

องคประกอบ ปริมาณ ( %) องคประกอบ ปริมาณ( % )

เศษอาหาร
เศษกระดาษ
พลาสติก
เศษแกว
อลูมิเนียม
เหล็ก
ไม

63.36
2.57
24.25
1.09
0.62
1.06
0.34

ยาง
เศษผา
หนัง
ถานไฟฉาย , แบตเตอรรี่
หลอดไฟฟา
อื่นๆ

0.53
1.82
0.02
0.01
0.01
4.87

รวม 93.72 รวม 6.28

ที่มา : กรมควบคุมมลพิษ, (2546)
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8.4 สถานกําจัดมูลฝอย อ. ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี

 สถานกําจัดมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี เปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยแบบถูก
สุขลักษณะตั้งอยูบริเวณหมู 4  ตําบลบอเงิน อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี โดยรองรับปริมาณมูลฝอย
ที่เกิดขึ้นในพื้นที่เขตเทศบาลตางๆในจังหวัดปทุมธานีโดยพื้นที่ที่ทําการศึกษานั้นเปนพื้นที่ฝงกลบ
มูลฝอยที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ปและปดการใชงานไปแลวตั้งแตป พ.ศ. 2546 พื้นที่ฝงกลบมูล
ฝอยดังกลาวเปนแบบถมที่เนื่องจากเปนบริเวณที่มีระดับน้ําใตดินสูงโดยดินที่นํามาใชในพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอยดังกลาวเปนดินในพื้นที่ดังกลาว โดยจากการสํารวจของสํานักสํารวจดินและวาง
แผนการใชที่ดินพบวาดินมีลักษณะเปนดินเหนียวจัด สภาพดินเปนกรดปานกลางถึงเปนกรดจดัมคีา
ความเปนกรดดางประมาณ 4-6  และเรียกกลุมดินดังกลาววาชุดดินรังสิต  โดยบริเวณดานบนซึ่งมี
ความลึกประมาณ 0-50 เซนติเมตรจะมีลักษณะเนื้อดินเปนดินเหนียวสีดําหรือสีเทาเขมและมีจุดสี
ประเปนสีน้ําตาลปนเหลือง ปฏิกิริยาดินเปนกรดจัดมากถึงกรดจัด (pH 4.0–5.0) และมักมีรอย
แตกระแหงที่ผิวหนาดินในฤดูแลง สวนดินตอนลางซึ่งเปนดินที่มีความลึกตั้งแต 100 เซนติเมตรลง
ไปจะมีสีน้ําตาลปนเทาหรือน้ําตาลปนเทาเขมมีจุดสีประเปนสีแดงหรือสีแดงปนเหลือง สําหรับดิน
ตอนลางมีลักษณะเปนดินเหนียวหรือดินเลนและมีปฏิกิริยาเปนกรดจัดมาก (pH < 4.0) ดังแสดงใน
ภาพที่ 7 (สถิระ, 2542)

ภาพที่  7   ลักษณะของชุดดินรังสิตที่ใชในการกลบทับพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษา
ที่มา  :  สถิระ  (2542)
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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  
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ผลการทดลองและวิจารณ

ในการวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟที่อาศัยอยูในบริเวณดิน
กลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ซึ่งเปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
ขนาด 30,000 ตารางเมตรที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ปและทําการปดพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
ดังกลาวเมื่อป พ.ศ. 2546 โดยไดทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายที่ระดับความลึกตางๆ คือ 0–15 
เซนติเมตร, 16–30 เซนติเมตร, 31–45 เซนติเมตร  และ 46–60 เซนติเมตร  

ในการวิจัยครั้ งนี้ไดทําการศึกษาเพื่อหาความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันกับเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และ 2 ในเชิงปริมาณโดยวิธีเอ็มพีเอ็น
และฟชที่ระดับความลึกดังกลาว ทั้งนี้ยังทําการศึกษาแบคทีเรียชนิดไนตริไฟอิงซึ่งเปนแบคทีเรียที่มี
บทบาทในการลดปริมาณสารอนินทรียไนโตรเจนที่เปนแหลงอาหารของแบคทีเรียดังกลาวซึ่ง
ตอตานปฏิกิริยาการเกิดมีเทนออกซิเดชัน โดยในการศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณนั้นได
ทําการศึกษาดวย 2 วิธีการดวยกัน คือ วิธีเอ็มพีเอ็นและวิธีฟช นอกจากนี้ยังทําการศึกษาลักษณะ
สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษา
โดยผลการทดลองดังกลาวดังจะไดนําเสนอดังตอไปนี้

1.  ลักษณะทางกายภาพและเคมีที่สําคัญของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยตอการเจริญ
ของเชื้อเมทาโนโทรฟ

ในเบื้องตนไดทําการศึกษาลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของดินกลบทับชั้นสุดทายของ
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี พบวาคุณลักษณะของดินที่ทําการศึกษาดังกลาวมี
คาความเปนกรดสูงในดินระดับบน กลาวคือ ที่ระดับความลึก 0–15 เซนติเมตร และ 16-30 
เซนติเมตร มีคา 3.09 + 0.24  และ  3.82 + 0.96  ตามลําดับ สวนดินในระดับลางมีความเปนกรดออน 
คือ ที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตร และ 46-60 เซนติเมตร มีคา 6.27+0.69 และ 5.93+0.60  
ตามลําดับดังแสดงในภาพที่  9  ซึ่งโดยปกติแลวเชื้อเมทาโนโทรฟเจริญไดดีที่พีเอชเปนกลาง คือ 
6.5 – 7.5  (Whittenbry et al., 1970)  ดังนั้นความเปนกรดของดินอาจเปนขอจํากัดตอปริมาณและ
ชนิดของเชื้อเมทาโนโทรฟในหนาดินนี้  ทั้งนี้จะเห็นไดวาผลการวิเคราะหความเปนกรดดาง
ดังกลาวมีคาสัมพันธกับผลการวิเคราะหชุดดินรังสิตของสํานักสํารวจดินและวางแผนการใชที่ดินที่
ไดกลาวมาขางตนแตที่ระดับความลึกดานลาง คือ 31-60 เซนติเมตร จะเห็นไดวาดินมีความเปนกรด
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ออนทั้งนี้นาจะมีสาเหตุเนื่องมาจากปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในดิน กลาวคือ ในกระบวนการยอยสลาย
มู ลฝ อ ย แ ล ะ กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ ซลล ที่ เ กิ ด ขึ้ น ภ า ย ใ น ห ลุ ม ฝ ง ก ล บ มู ลฝ อ ย ทํ า ใ ห เ กิ ด ก า ซ
คารบอนไดออกไซดขึ้นมาและเมื่อกาซดังกลาวทําปฏิกิริยากับความชื้นที่อยูในดินจึงทําใหเกิด
สารประกอบคารบอเนตและไบคารบอเนตขึ้นซึ่งสารประกอบดังกลาวจะเกิดปฏิกิริยาในการ
สะเทินความเปนกรดในชั้นดินและลดความเปนกรดแกในชั้นดินลงมาจนเปนกรดออนที่ความลึก 
31-60 เซนติเมตรจึงทําใหตรวจพบความเปนกรดดางในดินดานลางมีความเปนกรดนอยกวาดานบน

นอกจากความเปนกรดดางที่เปนปจจัยสําคัญในการเจริญของเชื้อดังกลาว  ยังมีปจจยัอืน่ๆที่
มีบทบาทอีกเชนกัน อาทิ อุณหภูมิ ความชื้น เปนตนโดยอุณหภูมิในดินที่ทําการศึกษามีคาอยู
ระหวาง 36.4 – 33.4 oซ ดังแสดงในภาพที่ 9 ซึ่งอุณหภูมิดังกลาวมีคาลดลงตามระดับความลึกของ
ดินที่ทําการศึกษาและจะเห็นไดวาอุณหภูมิดังกลาวมีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เชื้อเมทาโนโทรฟเจริญได
ดีไมมากนัก คือ 25–30 oซ (Pascal and Cleemput 1996 ; Visvanathan et al., 1999) และเมื่อพิจารณา
คาความชื้นพบวาคาความชื้นมีคาสูงขึ้นตามระดับความลึก กลาวคือ ที่ความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 
46-60 เซนติเมตร พบวาความชื้นมีคาเฉลี่ยประมาณรอยละ 15.65+5.77, 22.51+4.33, 25.28+3.81,  
26.37+5.54  ตามลําดับ  ดังแสดงในภาพที่ 9 ซึ่งความชื้นนี้มีความเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟซึ่งควรอยูระหวางรอยละ 10 – 30 (Boechx and Cleemput 1996 ; 
Visvanathan et al., 1999) ดังนั้นความชื้นในดินหลุมฝงกลบนี้จึงมีความเหมาะสมตอการเจริญของ
เชื้อเมทาโนโทรฟ
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ภาพที่  9   ความเปนกรดดาง  ความชื้นและอุณหภูมิของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย           
   ที่ระดับความลึกตางๆ
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สําหรับปริมาณสารอนินทรียไนโตรเจน ไดแก แอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรท   
(โดยเฉพาะแอมโมเนียมซึ่งเปนปจจัยหนึ่งที่กอใหเกิดการยับยั้งปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน    
(Rosvlev et al.,1997)) พบวาปริมาณแอมโมเนียมในดินดังกลาวมีปริมาณที่คอนขางต่ํามาก 
กลาวคือ ที่ความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรมีปริมาณแอมโมเนียมเฉลี่ย 3.89+0.65, 
5.83+1.85, 4.16+2.07, 6.94+3.44  ไมโครกรัมตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 10 โดยการลดลง
ของปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันอันเนื่องมาจากแอมโมเนียมนั้นเนื่องจากแอมโมเนียมสามารถเปน
สารตั้งตนใหเอนไซมมีเทนโมโนออกซิจีเนสเขาทําปฏิกิริยาจึงเปนผลใหมีเทนที่จะเขาทําปฏิกิริยา
นั้นไมสามารถเขาทําปฏิกิริยาไดไมเต็มที่โดยปริมาณของแอมโมเนียมที่ทําใหอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันมีคาลดลง คือ ในปริมาณที่มากกวา 104 ไมโครกรัมตอกรัมดิน (King and Schnell, 
1994) แตจากปริมาณของแอมโมเนียมในตัวอยางดินที่ทุกระดับความลึกดังกลาวจะเห็นไดวามี
ปริมาณแอมโมเนียมนอยมากที่จะกอใหเกิดการลดลงของปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน นอกจากนี้ 
Dunfield and Knowles. (1995)  ยังพบอีกวาในภาวะแขงขันของการใชมีเทนหรือแอมโมเนียมของ
เอนไซมมีเทนโมโนออกซีจีเนสนั้นแอมโมเนียมจะลดการตอตานการเกิดมีเทนออกซิเดชันใน
สภาวะที่มีปริมาณมีเทนอยูสูงซึ่งจากการวัดปริมาณมีเทนในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว 
จ.ปทุมธานี ที่บริเวณปากทอระบายกาซที่เกิดขึ้นภายในหลุมฝงกลบมูลฝอยพบปริมาณกาซตาง  ๆดงั
แสดงในตารางที ่ 13  โดยตําแหนงของปากทอระบายกาซที่ทําการตรวจวัดปริมาณกาซนี้เปนปาก
ทอที่อยูใกลเคียงกับบริเวณจุดที่ทําการเก็บตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายทั้ง 5 จุดมากที่สุดดังแสดง
ในภาพที่ 8
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ภาพที่  10   ปริมาณแอมโมเนียม  ไนไตรต  และไนเตรทไนโตรเจนของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่   
        ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ
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ตารางที่ 13   องคประกอบของกาซที่ตรวจพบบริเวณทอระบายกาซภายในหลุมฝงกลบมูลฝอย  
                     อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี
  

องคประกอบของกาซในหลุมฝงกลบมูลฝอย  (%)ปากทอ
ระบายกาซ CH4 CO2 O2 N2

1
2
3
4

10.77
36.24
7.11
13.73

8.84
22.82
1.43
0.31

16.96
9.37
19.06
19.36

63.43
31.57
72.40
66.60

ซึ่งจะเห็นไดวาปริมาณกาซมีเทนที่พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี มีคาสูง
อีกทั้งปริมาณแอมโมเนียมที่ตรวจพบมีคาต่ําจึงทําใหแอมโมเนียมไมใชขอจํากัดในการทําใหเกิด
มีเทนออกซิเดชันต่ําในพื้นที่ที่ทําการศึกษา

นอกจากที่กลาวมาขางตนแลวแอมโมเนียมสามารถถูกออกซิไดซไดดวยเมทาโนโทรฟและ
ไดสารประกอบของไฮดรอกซีลาไมด (hydroxylamide) (Hubley et al., 1975)  และไนไตรต (King 
and Schnell, 1994  ; Neill and Wilkinson, 1977)  ซึ่งสารประกอบท้ังสองนี้จะตอตานการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันเนื่องจากไฮดรอกซีลาไมดจะลดความสามารถในการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมมีเทน
โมโนออกซีจี เนส ในขณะที่ไนไตรตจะสงผลตอกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลลและ
ความสามารถของเอนไซมฟอรเมทดีไฮนโดรจีเนสซึ่งเอนไซมนี้ทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการ
สราง  NADH + H+  ที่ใชในการทําปฏิกิริยาของเชื้อเมทาโนโทรฟ (Sylvia and King, 1994) โดยใน
ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษานี้ตรวจพบปริมาณไนไตรตคอนขางต่ํา  
กลาวคือ พบไนไตรตที่ระดับความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60  เซนติเมตร เฉลี่ย 0.16 + 0.12,  
2.02 + 0.38, 1.16 + 0.42, 0.99 + 0.26 ไมโครกรัมตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 10 จึงทําให
ปริมาณไนไตรตที่พบในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาทุกระดับความลกึ
ไมใชขอจํากัดในการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย

สําหรับปริมาณไนเตรทซึ่งเปนสารอนินทรียไนโตรเจนที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยโดยที่ระดับความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตร ตรวจพบ
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ไนเตรทปริมาณ  9.36+1.18,  6.89+1.22,  7.66+ 1.60,  8.06+2.88  ไมโครกรัมตอกรัมดินแหง  ดัง
แสดงในภาพที่  10  ซึ่งจากการศึกษาของ Dunfield  and  Knowles (1995) พบวาปริมาณไนเตรทนัน้
สามารถใชเปนสารอาหารในการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟและปริมาณที่มีความเหมาะสมนั้นควร
อยูในชวงไมเกิน 75 ไมโครกรัมตอกรัมดินดังนั้นจึงกลาวโดยสรุปไดวาไนเตรทมีปริมาณเพียงพอ
ตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟในหนาดินที่ทําการศึกษา

นอกจากนี้ปริมาณของแอมโมเนียมและไนไตรตยังเปนแหลงพลังงานในการเจริญของเชื้อ
ไนตริไฟอิง คือ Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp. ตามลําดับซึ่งตรวจพบในดินกลบทับชั้น
สุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยจึงทําใหสามารถลดปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตซึ่งเปน
สารประกอบที่เปนตัวการในการตอตานการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียและผลิตไนเตรท
ซึ่งมีผลตอกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟ  โดยปริมาณของเชื้อทั้งสองสกุลนั้นจะไดกลาวในหัวขอ
ถัดไป 

สําหรับในตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษายังพบปริมาณ
สารอินทรียไนโตรเจน  ฟอสเฟตและสารอินทรียคารบอนในปริมาณที่คอนขางสูงกลาวคือ  ตรวจ
พบสารอินทรียไนโตรเจนที่ระดับความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรเฉลี่ย  
1,457.93+297.51;  1,532.87+255.33;  1,524.13+288.09;  2,329.77 + 132.13 ไมโครกรัมตอกรัมดิน
แหง นอกจากนี้ตรวจพบสารอินทรียคารบอนที่ระดับความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 
เซนติเมตรเฉลี่ย 7,738.82+905.98; 6,478.80+1,849.40, 9,033.78+1,399.23, 12,812.04+1,668.92 
ไมโครกรัมตอกรัมดินแหงและฟอสเฟตที่ระดับความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรมี
ปริมาณเฉลี่ย 1,025.56+578.71; 628.26+429.14; 780.42+533.91; 707.93+286 ไมโครกรัมตอกรัม
ดินแหงดังแสดงในภาพที่ 11 โดยปริมาณของสารอินทรียไนโตรเจน คารบอนและฟอสเฟตดังกลาว
จะเห็นไดวามีปริมาณที่คอนขางสูงเมื่อเทียบกับสารประกอบอนินทรียอื่นๆที่ตรวจพบในดินกลบ
ทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยในทุกระดับความลึก โดยสารประกอบอินทรียไนโตรเจน  
สารอินทรียคารบอนและฟอสเฟตนี้จะเปนแหลงอาหารของแบคทีเรียชนิดเฮทาโลโทรฟ 
(Heterotrophs)  ซึ่งมีปริมาณมากเกินพอซึ่งแบคทีเรียดังกลาวจะเปนคูแขงของเชื้อเมทาโนโทรฟใน
การใชออกซิเจน
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ภาพที่  11   ปริมาณสารอินทรียไนโตรเจน  สารอินทรียคารบอนและฟอสเฟตของดินกลบทับช้ัน     
                  สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ

จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นไดวาคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิของดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาคาดวาเปนปจจัยสําคัญในการกําหนดความสามารถใน
การดําเนินกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟในหนาดินที่ศึกษาเนื่องจากปจจัยทั้งสองนั้นมีคาที่ไม
เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแตอยางไรก็ตามในการดําเนินการวิจัยในการศึกษา
ความสามารถของเชื้อเมทาโนโทรฟในการเกิดมีเทนออกซิเดชันนั้นไดทําการศึกษาที่อุณหภูมิหอง 
(30 oซ) ซึ่งเปนอุณหภูมิที่มีความเหมาะสมในการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย  (Boechx  
and Cleemput, 1996 ; Visvanathan et al., 1999) เพื่อตัดปจจัยผลของอุณหภูมิตออัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชัน

นอกจากลักษณะทางกายภาพและเคมีของดินแลวยังวิเคราะหปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลี
แซคคาไรดหรืออีพีเอส (Extracellular Polysaccharides, EPS)  มาพิจารณาซึ่งคานี้สามารถบงชีไ้ดถงึ
กิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียเนื่องจากเปนผลิตภัณฑที่ เกิดขึ้นในการเกิดมีเทน
ออกซิเดชัน (Hilger et al., 1999) โดยพบวาที่ระดับความลึก 0–15, 16-30, 31-45,  46-60 เซนติเมตร 
มีปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรดอยู 1.23+0.10, 1.53+0.38, 2.51+0.28, 2.24+0.24  
มิลลิกรัมคารบอนตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 12 ซึ่งจากคาอีพีเอสท่ีตรวจพบจะเห็นไดวามีคา
สูงที่ความลึก 31-45 และ 46-60 เซนติเมตร ซึ่งสอดคลองกับการตรวจพบอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันสูงท่ีระดับความลึกตอนลาง (31-60 เซนติเมตร) ดังแสดงในภาพที่ 12 ซึ่งจะไดกลาวใน
หัวขอถัดไป  
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ภาพที่  12  อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันและปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรดของ
                ดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ

2.  การศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

สําหรับการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่มีคาความชื้นเริ่มตนของ
ตัวอยางดินที่ทําการศึกษาเปนคาความชื้นเดิมของดินที่ทําการศึกษาจากพื้นที่ศึกษาจริงโดยใน
ทําการศึกษาการเกิดมีเทนออกซิเดชันของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุม
แกว จ.ปทุมธานี ที่ระดับความลึก 0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตรและนําคาการลดลงของ
ปริมาณความเขมขนของกาซมีเทน ณ จุดเริ่มตนและลดลงจนกลายเปนศูนยพบวาการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันแบงออกเปน 3 ชวงดวยกัน โดยในชวงแรกที่ระดับความลึก 0–15, 16–30, 31–45, 
46–60  เซนติเมตรพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันเฉลี่ย 0.35, 0.37, 0.61, 0.50  ไมโครโมลตอ
กรัมดินแหง ในชวงที่สองที่ระดับความลึก 0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตรพบอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันเฉล่ีย  0.47,  0.44,  0.70,  0.59 ไมโครโมลตอกรัมดินแหง และในชวงที่สามตรวจ
พบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึก  0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตร เฉลี่ย  
0.21,  0.23,  0.12,  0.18 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงดังแสดงในตารางที่ 14 โดยในชวงแรกนั้นอยู
ในชวง 0-12 วัน ซึ่งเปนชวง  Zero Reaction  เนื่องจากเปนชวงที่ทําการศึกษาโดยใหปริมาณกาซ
มีเทนมากเกินพอเพื่อใหเชื้อเมทาโนโทรฟเจริญอยางเต็มที่ในชวงที่เชื้อพยายามปรับตัวใหเขากับ
สภาพแวดลอมใหมเนื่องจากมีการเปลี่ยนสภาพแวดลอมจากเดิมที่อาศัยอยูในดินกลบทับชั้นสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยมาอยูภายในขวดทดลองจึงทําใหการดําเนินกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟใน
การออกซิไดสกาซมีเทนทําไดไมเต็มที่ (lag phase) ซึ่งจะเห็นไดวาการลดลงของปริมาณมีเทนใน
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ชวงแรกนั้นเปนชวงที่แทบจะไมมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณกาซมีเทน  สําหรับในชวงที่สองนั้น
จะเปนชวงวันที่  12-33  ซึ่งพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันมีคาเพิ่มสูงขึ้นเนื่องจากเชื้อเมทาโน
โทรฟสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมใหมไดแลวอีกทั้งเซลลยังอยูภายใตสภาวะที่มี
ปริมาณของอาหารพอเพียง (กาซมีเทน)  จึงทําใหเชื้อดังกลาวมีการเพิ่มทั้งในดานของน้ําหนักและ
จํานวนอยางรวดเร็วโดยการแบงตัวแบบแบงเซลล  (Binary  Fission)  จึงทําใหกิจกรรมของเซลลใน
การเกิดมีเทนออกซิเดชันเกิดขึ้นในอัตราที่สูงกวาระยะเวลาอื่นๆ และชวงที่สามคือตั้งแตวันที่ 33  
จนปริมาณกาซมีเทนกลายเปนศูนยซึ่งจะเห็นไดวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันมีคาลดลง
เนื่องจากปริมาณอาหารที่เชื้อเมทาโนโทรฟจะนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการดํารงชีพและเปน
แหลงพลังงานของเซลลซึ่งก็คือกาซมีเทนมีคาลดลงจนไมเพียงพอตอปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟ
ที่อาศัยอยูในขวดทดลองจึงทําใหเกิดภาวะแขงขันในการแยงอาหารเพื่อการดํารงชีพของเซลลและ
เมื่อปริมาณอาหารลดลงเปนศูนยก็จะทําใหเซลลตองดึงอาหารที่เก็บไวภายในเซลลมาใชในการ
ดํารงชีพจึงทําใหเซลลอยูในสภาพที่ไมแข็งแรงและดําเนินกิจกรรมของเซลลไดไมเต็มที่จึงทําให
อัตราการลดลงของกาซมีเทนลดลงจนกลายเปนศูนย 

ตารางที่  14  อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในชวงเวลาตางๆ

Methane Oxidation Rate (µmol /g soil.day)
Days

0-15 cm. 16-30 cm. 31-45 cm. 46-60 cm.

0-12
12-33

33  เปนตนไป

0.35
0.47
0.21

0.37
0.44
0.23

0.61
0.70
0.12

0.50
0.59
0.18

จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นวาในการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับ
ชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ คือ 0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตร 
จะตองทําการศึกษาอัตราการลดลงของปริมาณกาซมีเทนในระยะแรกเนื่องจากเชื้อเมทาโนโทรฟใน
ดินกลบทับชั้นสุดทายยังคงคุนเคยกับสภาวะแวดลอมเดิมที่ เคยอาศัยและยังไมปรับสภาพเขาสู
สิ่งแวดลอมใหมและเพิ่มจํานวนเซลลจนทําใหอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันมีคาสูงกวาในพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอยท่ีทําการศึกษาโดยคาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนี้มีคาเฉลี่ย
ดังแสดงในภาพที่  12
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  โดยเมื่อนําผลการวิเคราะหปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด (Extracellular 
Polysaccharides, EPS)  มาพิจารณาซึ่งคานี้สามารถบงชี้ไดถึงกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียเนื่องจากเปนผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน (Hilger et  al.,1999) โดยมี
แนวโนมสอดคลองกับปริมาณอีพีเอสในดินดังนั้นจึงสรุปไดวากิจกรรมของเชื้อแบคทีเรียชนิด
เมทาโนโทรฟในดินมีการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ความลึก 31-45 เซนติเมตรสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับที่ความลึกอื่นๆของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาซึ่งตางจากงานวิจัย
ที่ผานมาเนื่องจากในงานวิจัยของ Chen et al. (2003)  ซึ่งทําการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซเิดชัน
ในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึก 10, 30, 100 และ 300 เซนติเมตร โดยพบวาอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึก 10 เซนติเมตรมีคา 5.69 มิลลิโมลตอกรัมดินแหงตอวันและลดลง
มาอยูที่ 0.69 มิลลิโมลตอกรัมดินแหงตอวันที่ระดับความลึก 30 เซนติเมตร สําหรับที่ระดับความลึก  
100 และ 300 เซนติเมตร พบวามีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ 0.44 และ 0.41 มิลลิโมลตอกรัม
ดินแหงตอวันตามลําดับ โดยสรุปไววาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจะมีคาสูงสุดในบริเวณ
ดานบนของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและลดลงตามระดับความลึก นอกจากนี้ Svenning et al. (2003)  
ไดทําการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยในดินกลบทับชั้นสุดทายที่
ระดับความลึก 20 เซนติเมตรแรกโดยทําการเปรียบเทียบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในฤดูกาล
ตางๆพบวาในเดือนกรกฎาคมมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 44.64 + 0.9 ไมโครโมลตอกรัมดิน
แหงตอวันและตรวจพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในเดือนกันยายนซึ่งเปนชวงหนาหนาวมี
อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันลดลงเหลือ 8.82 + 1.62 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวันโดยสรุปไว
วาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจะพบไดสูงสุดในชวงฤดูฝน นอกจากนี้ยังมีการศึกษาของ 
Bodelier et al. (2004) โดยไดทําการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ชุมน้ํา (wet lands)  
ที่ระดับความลึก 0–5,  5–10  และ 10–20 เซนติเมตรพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันเทากับ  
16.8, 15.2 และ 8.4 ไมโครโมลตอกรัมดินตอวัน จากงานวิจัยเกี่ยวกับอัตราการเกิดมีเทนออกซเิดชัน
ของนักวิจัยทานอื่นๆจะเห็นไดวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจะมีคาลดลงตามระดับความลึก
และมีคาสูงกวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  
อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี และเห็นไดวาจากคาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันซึ่งเก็บตัวอยางดิน
ในชวงฤดูฝน (เดือนกรกฎาคม) ซึ่งเปนชวงที่มีการเกิดมีเทนออกซิเดชันสูงสุดกลับพบอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันต่ําโดยเฉพาะที่ระดับความลึก 0–15 และ 16-30 เซนติเมตร และมีคาอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันที่ต่ํากวาระดับความลึก 31–45 เซนติเมตร และ 46–60 เซนติเมตรทั้งนี้นาจะมี
สาเหตุมาจากปจจัยที่มีผลใหเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียไมสามารถเจริญไดเต็มที่ในสภาพความ
เปนกรดจัดซึ่งเปนลักษณะของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึก 0–30  
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เซนติเมตร (3.09+0.24  ถึง 3.82+0.96) แตสําหรับที่ระดับความลึก 31–60 เซนติเมตร มีคาความเปน
กรดออน (6.27+0.69  ถึง 5.93+0.60) จึงนาจะเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียชนิด
เมทาโนโทรฟเจริญไดดีกวาที่ระดับความลึก 0–15 เซนติเมตรและ 16–30 เซนติเมตรจึงทําใหอัตรา
การเกิดมีเทนออกซิเดชันในความลึกที่เปนกรดออนมีคาสูงกวาบริเวณที่มีความเปนกรดจัดดังแสดง
ในภาพที่ 13 โดยผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายที่มีความเปน
กรดนี้มีผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาของ Dunfield et al. (1993) ที่ทําการศึกษาในพื้นที่ที่
เปนกรดเชนกันโดยพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ที่เปนกรดนั้นสามารถเกิดไดดีที่
ความเปนกรดดางประมาณ 6-7 ซึ่งสองคลองกับผลการศึกษาในครั้งนี้โดยในการศึกษาเชื้อเมทาโน
โทรฟในเชิงปริมาณนั้นจะไดกลาวในหัวขอถัดไป  
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ภาพที่  13  ความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่ฝง
                กลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน

นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยในแตละ
จุดที่ทําการเก็บตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนั้นพบวาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันในจุดที่ 1 มีคาสูงสุด คือ 0.60 + 0.37 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวัน  และจุดที่ 2 มี
อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันต่ําที่สุด คือ 0.32 + 0.03  ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวันโดยเมื่อนํา
คาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในแตละจุดเก็บทําการเปรียบเทียบกับปริมาณกาซมีเทนที่ปลอย
ออกมาบริเวณทอระบายกาซแลวพบวาไมมีความสัมพันธหรือสอดคลองกันดังแสดงในภาพที่ 14
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ภาพที่  14  อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและปริมาณ
                มีเทนที่ทอระบายกาซ ณ จุดเก็บตางๆ

3. การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

การตรวจหาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณโดยอาศัยวิธีการเอ็มพีเอ็นนั้นเปนการเลี้ยงเชื้อ
ดังกลาวใหเจริญภายใตอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะกับเชื้อดังกลาว คือ เอ็นเอ็มเอสมีเดียม  
(NMS Medium) และอยูภายใตสภาวะแวดลอมอื่นๆที่มีความเหมาะสมเพื่อใหเชื้อเมทาโนโทรฟ
เจริญไดอยางเต็มที่ โดยสภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟที่ใชในการทดลอง
นี้ คือ อุณหภูมิประมาณ 30oซ  คาความเปนกรดดางประมาณ 8.3 และเล้ียงเชื้อดังกลาวใหเจริญเตม็ที่
ประมาณ 45 วัน ผลการทดสอบพบวาการนับปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีเอ็มพีเอ็นมีแนวโนม
สอดคลองกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน กลาวคือ เชื้อเมทาโนโทรฟจากตัวอยางดินกลบทับมูล
ฝอยชั้นสุดทายในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตรพบเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียสูงสุด คือ 17,785.00 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินแหง สําหรับปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย
ที่มีปริมาณรองลงมา คือ ที่ระดับความลึก 46–60 เซนติเมตรโดยพบเปนจํานวน 6,758.74  เอ็มพีเอ็น
ตอกรัมดินแหงสําหรับดินกลบทับมูลฝอยชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ความลึก 0–15 
เซนติเมตร และ 16–30 เซนติเมตรนั้นมีปริมาณใกลเคียงกัน คือ 202.16 และ 191.56  เอ็มพีเอ็นตอ
กรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่  15  
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จากผลการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นพบวาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่เลี้ยงใหเติบโต
ภายใตสภาวะที่สมบูรณตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ระดับความลึก 31–60 เซนติเมตร มี
ปริมาณสูงกวาระดับความลึก 0–15 เซนติเมตรอยางมีนัยสําคัญซึ่งพบปริมาณสูงสุดที่ระดับความลึก  
31-45 เซนติเมตรเชนเดียวกันกับการตรวจพบกิจกรรมของเชื้อดังกลาวในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
จึงทําใหสามารถบงช้ีไดวาที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตรนั้นจะมีเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย
สูงสุดจึงทําใหอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึกนี้มีคาสูงสุดและสําหรับที่ระดับความ
ลึกอื่นๆก็เชนกันที่ตรวจพบวาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ตรวจวัดดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นมี
ความสัมพันธเปนไปในทางเดียวกันกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
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ภาพที่  15 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่
               ระดับความลึกตางๆที่ศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

อยางไรก็ตามเปนที่นาสังเกตุวาความสัมพันธของปริมาณเชื้อและอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันตามความลึกมีความสัมพันธไมชัดเจนนักโดยเฉพาะในชวงดินระดับ 0-30 เซนติเมตร 
เมื่อเปรียบเทียบกับดินชวง 31-60 เซนติเมตร กลาวคือ จํานวนเมทาโนโทรฟมีคาต่ํามากเมื่อเทียบกบั
อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันซึ่งจากงานวิจัยที่ทําการศึกษามากอนหนานี้ อาทิ Svenning  et  al.
(2003) ที่ทําการตรวจวัดดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นไดถึง 2.7 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินแหงในเดือน
กรกฏาคม  และเดือนกันยายนพบเพียง 4.1 x 105 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินแหงตามอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันที่ลดลง  สําหรับการทดลองของ Bodelier et al. (2004) ไดทําการศึกษาในพื้นที่ชุมน้ํา 
(wet lands)  พบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึก 0–5 เซนติเมตร เทากับ 16.8 ไมโคร
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โมลตอกรัมดินตอวันและตรวจพบเอ็มพีเอ็นไดเทากับ 5 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดิน ที่ระดับความลึก 
5–10 เซนติเมตรจะมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 15.12 ไมโครโมลตอกรัมดินและมีปริมาณเชื้อ
เมทาโนโทรฟที่ศึกษาดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นเทากับ 1.8 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินและที่ระดับความ
ลึก 10–20  เซนติเมตรมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 8.4 ไมโครโมลตอกรัมดินและปริมาณเชื้อ
เมทาโนโทรฟเทากับ 1.7 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดิน นอกจากนี้ในการศึกษาในเชิงเปรียบเทียบถึง
ปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟในฤดูกาลตางๆในงานวิจัยกอนหนานี้ อาทิ Svenning  et  al. (2003) 
พบวาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟจะมีการเจริญสูงสุดและมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันสูงสุด
ในชวงฤดูฝน ซึ่งในงานวิจัยครั้งนี้ผูทําการวิจัยไดทําการเก็บตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอยในชวงฤดูฝนแตผลการทดลองกลับมีปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียนอยมาก 
ซึ่งปจจัยหนึ่งที่เปนสาเหตุสําคัญดังที่ไดกลาวมาแลวก็คือคาความเปนกรดดางที่ไมเหมาะสมตอการ
เจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟ และอีกปจจัยหนึ่งที่ทําใหปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่เจริญใน
อาหารเหลวเอ็นเอ็มเอสมีคานอยนาจะเนื่องมาจากคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม
เหมาะสมเนื่องจากในอาหารเหลวเอ็นเอ็มเอสมีคาพีเอชประมาณ 8.3 ซึ่งเหมาะสําหรับการเจริญของ
เมทาโนโทรฟที่เจริญในภาวะที่เปนกลางจึงทําใหเชื้อเมทาโนโทรฟที่อาศัยในดินกลบทับชั้นสดุทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่เจริญในภาวะที่เปนกรดไมสามารถเจริญไดอยางเต็มที่จึงตรวจพบเชื้อดังกลาว
ในปริมาณที่ต่ํากวาที่ควรจะเปนและจึงเปนขอจํากัดในการตรวจวัดเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธกีารเอ็ม
พีเอ็นในการวิจัยครั้งนี้โดยเมื่อนําผลการตรวจวัดในเชิงปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟดวย
วิธีการเอ็มพีเอ็นกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในแตละตัวอยางมาหาความสัมพันธพบวาใน
กรณีที่ไมมีการตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีเอ็มพีเอ็นนั้นจะพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
เทากับ 0.3979 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวันดังแสดงในภาพที่ 16 ซึ่งเห็นไดวาการใชวิธีการเอ็ม
พีเอ็นในการตรวจวัดเชิงปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟนี้มีคาต่ํากวาความเปนจริงดังนั้นในการ
เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียที่เจริญในดินกลบทับ
ชั้นสุดทายที่มีความเปนกรดจึงควรเตรียมอาหารเหลวเอ็นเอ็มเอสที่มีคาพีเอชประมาณ 5.5  
(Dunfield  et  al., 2003)
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ภาพที่  16  ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
                มูลฝอยโดยวิธีเอ็มพีเอ็นกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ดังกลาว

4. การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียและไนตริไฟอิงแบคทีเรียดวยวิธีฟลูออเรสเซนต
อินซิตูไฮบริไดเซชัน

ในการศึกษาปริมาณของเชื้อจุลินทรียโดยอาศัยวิธีการฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน
หรือฟชนั้นอาศัยโพรปที่มีความจําเพาะตอเชื้อจุลินทรียที่ตองการศึกษา สําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียก็เชนกันที่ตองอาศัยโพรปที่มีความจําเพาะตอเชื้อดังกลาวโดยในการทดลองนี้ไดอาศัย
โพรปที่มีความจําเพาะตอเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1, เมทาโนโทรฟชนิดที ่2, เมทาโนโทรฟสายพันธุที่
เจริญไดดีที่สภาวะที่เปนกรด คือ Methylocella palustris และ Methylocapsa acidiphila ซึ่งก็คือ 
Mγ84+Mγ705, Mα450, Mcell-1026 และ Mcaps-1032  ตามลําดับซึ่ง Methylocella palustris  และ 
Methylocapsa  acidiphila นี้จัดเปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ที่ไมสามารถตรวจวัดไดดวยโพรป 
Mα450 นอกจากนี้ ยั งไดทํ าการศึกษาเชื้อแบคที เรียชนิดไนตริไฟอิงในเชิงปริมาณ คือ 
Nitrosomonas spp. และ Nitrobacter spp. โดยอาศัยโพรป NSM-156, NIT-3 ในการศึกษาเชื้อ
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุตามลําดับ ซึ่งแบคทีเรียชนิด Nitrosomonas spp. และ Nitrobacter spp.
จัดเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทในการเปลี่ยนรูปอนินทรียไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียใหเปลี่ยนมาเปน
ไนไตรตและทําการเปลี่ยนรูปไนไตรตใหเปนไนเตรทตามลําดับ

โดยผลการศึกษาในเชิงปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียนั้นพบวาทุกระดับความลึก  
นั้นพบปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 สูงที่สุดเมื่อเทียบกับเชื้อเมทาโนโทรฟ
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แบคทีเรียชนิดอื่นๆ โดยที่ความลึก 31–45 เซนติเมตรจะเปนระดับความลึกที่พบเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียสูงที่สุด คือ 4.89+ 0.79 x 107 เซลลตอกรัมดินแหง รองลงมาคือที่ระดับความลึก 46–60, 
16-30, 0-15 เซนติเมตร ตามลําดับ โดยพบเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 ปริมาณ 4.48+0.89
x107, 3.56+0.62 x107, 3.22+0.42 x 107 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 17 ทั้งนี้
จากผลการทดลองของ Dedysh  et  al. (2003) ในการใชฟชในการตรวจสอบเชื้อเมทาโนโทรฟใน
พื้นที่ที่มีความเปนกรดประมาณ 3.6–4.5 โดยพบปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1 จํานวน  
0.2+0.2  x 104 เซลลตอกรัมดินเปยก, เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 จํานวน 1.8+0.1 x 106 เซลลตอ
กรัมดินเปยก, Methylocapsa acidiphila จํานวน 1.4+0.5 x 105 เซลลตอกรัมดินเปยกและ  
Methylocella  palustris  จํานวน 11.9+1.1 x 105 เซลลตอกรัมดินเปยกโดยสรุปไววาเมทาโนโทรฟ
ชนิดที่ 2 สามารถเจริญในภาวะที่เปนกรดไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และในสภาวะที่เปน
กรดดังกลาวยังพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟสามารถเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางระหวาง 5.5 – 6.7  
(Dedysh et al.,1998a) จึงทําใหผลการศึกษาพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ที่ระดับความลึกระหวาง 
31–60 เซนติเมตรสูงกวาที่ระดับความลึก 0–30 เซนติเมตรอยางมีนัยสําคัญทั้งนี้เนื่องจากเชื้อ
เมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ในสภาวะ
ที่เปนกรด (Dedysh et  al.,2000) และเนื่องจากในชั้นดินดานลาง (ความลึก 31-60  เซนติเมตร) ของ
ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบนี้ที่ เกิดปฏิกิริยากับความชื้นในดินและเกิดสารประกอบ
คารบอเนตและไบคารบอเนตในการลดความเปนกรดในดินลงมาที่ 6.27+0.69 และ 5.93+0.60 จึง
ทําใหพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 อยางโดดเดนที่ระดับความลึก 31-45 และ 46-60 เซนติเมตร
ตามลําดับ นอกจากนี้เหตุผลอีกประการหนึ่ง คือ เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 เปนเชื้อที่เจริญไดดีใน
ภาวะที่มีความเขมขนของออกซิเจนต่ําและมีเทนสูง (Hanson and Hanson, 1996)  ซึ่งเปนลักษณะ
ของดินซึ่งอยูบริเวณดานลางของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย   

สําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 1 พบวาที่ในทุกระดับความลึกในปริมาณ
ใกลเคียงกัน กลาวคือ ที่ความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟ
ชนิดที่ 1 ในปริมาณเฉลี่ย 2.44+0.56x107, 2.44+0.32x107, 2.41+0.41x107, 2.18+0.45 x107 เซลลตอ
กรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 17  สําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ซึ่งจากผลการ
ทดลองจะเห็นไดวาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 1 ในทุกระดับความลึกไมมีความ
แตกตางกันในเชิงปริมาณเนื่องจากเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ไมสามารถเจริญไดดีในภาวะที่เปนกรด
ไมวาจะอยูในชวงของความเปนกรดมากหรือนอยจึงทําใหไมมีความแตกตางกันในเชิงปริมาณ 
(Dedysh et  al., 2000) ดังแสดงในภาพที่ 16 แตหากพิจารณารายละเอียดของตัวเลขพบวา



62

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

15 30 45 60

Soil Depth (cm.)

M
et

h
an

o
tr

o
p

h
 P

o
p

u
la

ti
o

n
 

(x
10

7 
ce

ll
s/

g
 s

o
il

)
Methanotroph Type I Methanotroph Type II

Methylocapsa acidiphila Methylocella palustris

  
ภาพที่  17  ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดตางๆที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่
                ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาในระดับความลึกตางๆ

เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 นี้มีปริมาณลดลงตามระดับความลึกทั้งนี้เนื่องมาจากในบริเวณดานบน
ของดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยจะมีความเขมขนของกาซมีเทนต่ํากวาในชั้นดิน
ดานลางและมีความเขมขนของกาซออกซิเจนสูงกวาในชั้นดินดานลางซึ่งปจจัยนี้เปนสาเหตุหนึ่งที่
ทําใหพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ในชั้นดินดานบนสูงกวาชั้นดินในบริเวณดานลางเนื่องจากมี
การศึกษาพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 สามารถเจริญไดดีในภาวะที่มีความเขมขนของออกซเิจน
สูงและมีความเขมขนของกาซมีเทนต่ํา ในขณะที่เชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 จะเจริญไดดี
ในภาวะที่มีความเขมขนของกาซมีเทนสูงความเขมขนของกาซออกซิเจนต่ํา (Hanson and Hanson, 
1996)  

  
เมื่อพิจารณาถึงเช้ือเมทาโนโทรฟแบคทีเรียที่เจริญในภาวะที่เปนกรดโดยอาศัย 2 สายพันธุ

ที่เปนตัวแทนของเชื้อเมทาโนโทรฟดังกลาวอีกทั้งยังเปนเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 คือ Methylocella 
palustris  และ Methylocapsa  acidiphila โดยพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟ Methylocella  palustris ที่
ความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรเฉลี่ย 1.49 + 0.09 x 107, 1.64 + 0.49 x 107, 2.26 +
0.50 x 107, 2.01 + 0.28 x 107 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับและตรวจพบเชื้อ Methylocapsa  
acidiphila ที่ความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรเฉลี่ย 1.64 + 0.23 x 107, 1.57 + 0.31 x
107, 2.48 + 0.50 x 107, 2.28 + 0.01 x 107 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 17 เห็น
ไดวา Methylocella palustris และ Methylocapsa acidiphila ตรวจพบไดมากที่ระดับความลึก 31-60 
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เซนติเมตร ทั้งนี้เนื่องมาจากคาความเปนกรดดางที่มีคาเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อทั้งสองสาย
พันธุโดย Dedysh et al.(1998a) พบวาเชื้อเมทาโนโทรฟ Methylocella palustris และ  Methylocapsa  
acidiphila  นั้นเปนแบคทีเรียที่เจริญไดดีในชวงคาความเปนกรดดางระหวาง 5.5-6.7 จึงทําใหตรวจ
พบเชื้อเมทาโนโทรฟทั้งสองสายพันธุในระดับความลึกดังกลาวสูงกวาที่ระดับความลึก 0–30 
เซนติเมตรอยางมีนัยสําคัญ

ทั้งนี้หากพิจารณาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ทั้งหมดที่ทําการศึกษาดวยโพรป 
Mα450, Mcell-1026 และ Mcap-1032 เห็นไดวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มีความโดดเดนในพื้นท่ี
ดังกลาวเปนอยางมาก กลาวคือ ที่ระดับความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรพบปริมาณ
เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ทั้งหมด 6.36 + 0.61 x 107, 6.78 + 0.52 x 107, 9.63 + 0.37 x 107, 8.68 +
0.24 x 107 เซลลตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 18 โดยเฉพาะที่ระดับความลึก 31-60 เซนติเมตร
อยางมีนัยสําคัญดวยเหตุผลสําคัญคือจากคาความเปนกรดดางในชวงที่เปนกรดซึ่งเมทาโนโทรฟ
ชนิดที่ 2 สามารถปรับตัวไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ทําใหตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิด
ที่ 2 ในปริมาณที่สูงกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ดังแสดงในภาพที่  19
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ภาพที่  18  ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด Methanotroph type I, Methanotroph type II, Nitrosomonas
  spp., Nitrobacter spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทํา    
    การศึกษาที่ความลึกตางๆ
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ภาพที่  19 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และ 2 ในดินกลบทับชั้น
               สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน

จากปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่การศึกษาในเชิงปริมาณดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นและฟช
นั้นจะเห็นไดวาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟจากการศึกษาดวยวิธีฟชและเอ็มพีเอ็นนั้นไมมี
ความสัมพันธสอดคลองในแนวทางเดียวกันดังแสดงในภาพที่ 20 (R2 < 0.75) จึงสามารถบงชี้ไดวา
วิธีการศึกษาในการจําแนกชนิดและศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณดวยวิธีการฟชมีความ
เหมาะสมในการตรวจนับปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในการศึกษานี้ ทั้งนี้จากคาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันในตัวอยางดินที่มีความเปนกรดก็มีความสัมพันธสอดคลองและเปนไปในทางเดียวกัน
กับปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ตรวจพบโดยวิธีฟชดังแสดงในภาพที่ 21

สําหรับแบคทีเรียในกลุมไนตริไฟอิงนั้นพบวาที่ระดับความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 46-60 
เซนติเมตร ตรวจพบไนโตรโซโมแนสเฉลี่ย 1.95 + 0.57 x107, 2.00 + 0.24 x107, 2.09 + 0.77 x 107, 
1.99 + 0.77 x 107 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับและมีปริมาณไนโตรแบคเตอรแบคทีเรียที่ระดับ
ความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรเฉลี่ยอยู 1.61 + 0.23 x 107, 1.55 + 0.60 x 107, 1.71 +
0.32  x 107, 1.79 + 0.03  x 107 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 18 โดยเห็นไดวา
เชื้อแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิงที่พบในทุกระดับความลึกนั้นมีปริมาณไมสูงมากนักเมื่อเปรียบเทียบ
กับปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ทําการศึกษาแตจากการศึกษาถึงปริมาณสารอนินทรียไนโตรเจน
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ภาพที่  20 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
               มูลฝอยที่ทําการศึกษาดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นและฟช
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ภาพที่  21 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
               มูลฝอยที่ทําการศึกษาโดยวิธีฟชกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ดังกลาว

ในกลุมของแอมโมเนียมและไนไตรตที่พบในปริมาณต่ําในทุกระดับความลึกและตรวจพบปริมาณ
สารอินทรียในดินในปริมาณที่สูงจึงสามารถบอกเปนนัยไดวามีการใชแอมโมเนียมและไนไตรต
โดยเชื้อจุลินทรียทั้งสองไปแลวบางสวนและดวยปริมาณของแหลงอาหารที่พบต่ํานี้จึงทําใหใน
ภายหลังที่ไนโตรโซโมแนสและไนโตรแบคเตอรแบคทีเรียใชแอมโมเนียมและไนไตรตเปนแหลง
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อาหารจนหมดแลวแบคทีเรียดังกลาวจะลดจํานวนลงเนื่องจากขอจํากัดในเรื่องของแหลงอาหารและ
พลังงานในการดํารงชีพของจุลินทรียทั้งสอง

สําหรับปริมาณของเช้ือจุลินทรียที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่
ทําการศึกษาพบวาที่ระดับความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตร มีเชื้อจุลินทรียอาศัยเฉลี่ย  
25.07 + 3.47 x107, 24.54 + 3.04 x 107, 23.56 + 0.72  x 107, 23.03 + 0.42 x 107 เซลลตอกรัมดิน
แหงดังแสดงในภาพที่ 18 ซึ่งมีปริมาณที่คอนขางต่ําเมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาที่ผานมา
เนื่องจากความเปนกรดในดิน โดยการศึกษาของ Dedysh et al. (2003) โดยใชเทคนิคฟชในการ
ตรวจปริมาณเชื้อในพื้นที่ที่เปนกรด (Peatlands)  ซึ่งมีคาความเปนกรดดางประมาณ 3.6-4.5 ที่ความ
ลึก 10-15 เซนติเมตรซึ่งพบปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 4.5+0.4 x 108 , 1.7+0.2 x 108 ในไซบีเรีย
ตอนใตและเยอรมันนีตอนเหนือตามลําดับ นอกจากนี้จะเห็นไดวาปริมาณของเชื้อที่ตรวจพบมีคา
ลดลงตามระดับความลึกเนื่องจากปริมาณของออกซิเจนที่ลดลงตามระดับความลึกจึงทําใหพบ
ปริมาณเชื้อจุลินทรียในชั้นดินดานลางต่ํากวาดานบน

โดยเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ทําการศึกษากับปริมาณของเชื้อทั้งหมดใน
ตัวอยางดินที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย พบวา ที่ระดับความลึก 0–15, 
16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรมีไนโตรโซโมแนสอยูรอยละ 7.76, 8.15, 8.87, 8.66  ตามลําดับ 
สําหรับไนโตรแบคเตอรพบปริมาณรอยละ 6.44, 6.31, 7.26, 7.78 ตามลําดับ เชื้อเมทาโนโทรฟชนิด
ที่ 1 มีปริมาณรอยละ 9.72, 9.93, 10.25, 9.45 ตามลําดับ เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มีปริมาณรอยละ  
25.35, 27.62, 40.89, 37.71 ตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 22 โดยพบวาปริมาณของเชื้อจุลินทรียใน
กลุมที่มิไดทําการศึกษาและอาศัยในดินกลบทับชั้นสุดทายที่ระดับความลึกตางๆมีปริมาณเชื้ออยู
รอยละ 49.27, 52.01, 67.27, 63.60 ที่ระดับความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรตามลําดบั
โดยเห็นไดวาปริมาณของเชื้อจุลินทรียสวนใหญที่อาศัยในพื้นที่ที่ทําการศึกษานี้ คือ เชื้อแบคทีเรีย
กลุมเมทาโนโทรฟ
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ภาพที่ 22 สัดสวนของ Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp., Methanotroph type I, Methanotroph
              type II เปรียบเทียบกับจุลินทรียทั้งหมดที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝง
               กลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาที่ความลึกตางๆ
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สรุปและขอเสนอแนะ

สรุป

จากการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี เพื่อจําแนกประเภทของเชื้อและปริมาณของเชื้อเมทาโน
โทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการโมสพรอบเอเบิลนัมเบอรและฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันโดย
พิจารณาคุณลักษณะทางกายภาพและเคมีของดินดังกลาวสามารถสรุปไดดังนี้

1. ลักษณะทางกายภาพและเคมีของตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ในสวนของความชื้น ปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจน ปริมาณไนไตรต  
ปริมาณไนเตรท สารประกอบอินทรียคารบอนทั้งหมด ปริมาณฟอสเฟตทั้งหมดนั้นมีปริมาณที่มี
ความเหมาะสมในการเจริญของเมทาโนโทรฟแบคทีเรียแตปจจัยที่เปนขอจํากัดในการเจริญของเชื้อ
เมทาโนโทรฟ คือ ความเปนกรดดาง  

2. อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยพบสูงสุด
ที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตร (0.61ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวัน) รองลงมาคือที่ระดับ
ความลึก 46–60 เซนติเมตร (0.50 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวัน) สําหรับที่ระดับความลึก 0–30  
เซนติเมตรพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในปริมาณที่ต่ําสืบเนื่องมาจากความเปนกรดดางของ
พื้นที่ดังกลาว

3. ในการศึกษาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นดวยอาหาร
เลี้ยงเชื้อปกติไมเหมาะสมตอการตรวจวัดจํานวนเมทาโนโทรฟที่อาศัยในดินที่เปนกรดทําใหตรวจ
พบเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียในพื้นที่ที่ทําการศึกษาในปริมาณที่ต่ํากวาที่ควรจะเปน

4. การศึกษาชนิดและปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีฟชตรวจพบวาเชื้อ
เมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 (รอยละ 25.35-37.71) มีปริมาณมากกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1
(รอยละ 9.45-10.25) อยางมีนัยสําคัญเนื่องจากเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 สามารถเจรญิใน
สภาวะที่เปนกรดไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 จึงทําใหเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มีบทบาท
ในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ดังกลาวดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1
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5. การศึกษาชนิดและปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีฟชตรวจพบวาเชื้อ
เมทาโนโทรฟที่เจริญไดในสภาวะที่เปนกรด (acidophilic methanotroph) สายพันธุ Methylocella 
palustris และ Methylocapsa acidiphila  ตรวจแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุสูงที่ระดับความลึก 31–60 
เซนติเมตรเนื่องจากปจจัยตางๆในดินที่มีความเหมาะสมในการเจริญของเชื้อโดยเฉพาะความเปน
กรดดาง

6. การศึกษาชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิง  คือ Nitrosomonas spp.
และ Nitrobacter spp  ดวยวิธีฟชตรวจพบแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิงในปริมาณที่ไมมากนัก (รอยละ 
7.76-8.87 และ 6.31-7.78 ตามลําดับ) เพราะเชื้อทั้งสองไดใชแอมโมเนียมและไนไตรตเปนแหลง
อาหารสําหรับการเจริญและสรางไนเตรทสําหรับการเจริญของเมทาโนโทรฟแบคทีเรียไปบางสวน
ทําใหมีขอจํากัดทางดานอาหารและความเปนกรดดางที่ไมเหมาะตอการเจริญทําใหพบเชื้อทั้งสอง
ในปริมาณต่ํา
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ขอเสนอแนะ

จากการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่
ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี เพื่อจําแนกประเภทและปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟ
พบวามีสิ่งที่นาสนใจในการทําการศึกษาตอไป คือ

1. ควรทําการเลี้ยงเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีเอ็มพีเอ็นดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่จะสามารถทํา
ใหเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียที่อาศัยในดินกลบทับชั้นสุดทายในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่มีภาวะเปน
กรดเจริญอยางเต็มที่

2. จากการทดลอง พบวา ปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ทําการศึกษาดวยวิธีฟชมิไดมี
การหาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟทั้งหมดจริง  จึงควรใชโพรปที่จําเพาะตอเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียในทุกสายพันธุ เพื่อทราบจํานวนที่แตกตางระหวางเมทาโนโทรฟทั้งหมดกับปริมาณ
เชื้อจุลินทรียที่อาศัยในตัวอยางที่ทําการศึกษา

3. ควรทําการศึกษาเพื่อจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 
ในพื่นที่ฝงกลบมูลฝอยอายุนอย (อายุการใชงานนาน 1-2 ป) เพื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาครั้งนี้

4. ควรทําการศึกษาในการใชสารในการปรับปรุงความเปนกรดในดินใหมีความเปนกลาง
มากขึ้น  อาทิ  ปูนขาว  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
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ภาคผนวก ก

พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษา  วัสดแุละอุปกรณตางๆที่ใชในการทดลอง
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ภาพผนวกที่ ก1  แผนที่พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  อ. ลาดหลุมแกว  จ.ปทุมธานี 
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ภาพผนวกที่ ก2 พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  อ. ลาดหลุมแกว  จ.ปทุมธานี  ที่ทําการศกึษาดินกลบทับชั้น
             สุดทายในงานวิจัยครั้งนี้

ภาพผนวกที่ ก3 จุดที่ทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายพืน้ที่ฝงกลบมูลฝอย
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ภาพผนวกที่ ก4  ขวดซีรัมขนาด 20 และ 118 มิลลิลิตรที่ใชในการทดลอง

ภาพผนวกที่ ก5  สไลดหลุมชนิด 14 หลุมที่ใชในการทดลอง
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ภาคผนวก ข

ผลการทดลองจากการศึกษาลักษณะดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
และการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิชัน
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 ตารางผนวกที่ ข2 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
  อ.ลาดหลุมแกว จ. ปทุมธานี  ที่ระดับความลึก 0-15 เซนติเมตร

Sample SiteParameter
µg/g ( dry soil ) 1 2 3 4 5

NH4
+

NO-2

NO3-

Organic Nitrogen
Total  Nitrogen
Phosphate
Total Organic Carbon
EPS (mg/g)
Biomass
Moisture Content
Temperature  (oC)
pH

1.39
0.00
6.84

1,808.94
1,817.16
248.03

5,989.50
1.27

4781.39
11.25
39.00
3.18

1.79
0.07
8.26

1,950.57
1,960.68
3,061.35
14,890.40

1.38
14191.05

10.69
36.00
3.44

0.92
0.20
13.35

1,104.62
1,119.09
243.41

7,218.80
1.14

6460.46
19.57
34.00
2.85

2.78
0.26
8.68

1,379.27
1,390.99
1,383.81
5,298.90

1.23
4949.78
23.79
33.00
3.07

2.55
0.26
9.68

1,056.25
1,068.75
191.20

5,296.50
1.16

4774.10
12.95
40.00
2.89
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ตารางผนวกที่ ข3 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
  อ.ลาดหลุมแกว จ. ปทุมธานี  ที่ระดับความลึก 16-30 เซนติเมตร

Sample SiteParameter
µg/g ( dry soil ) 1 2 3 4 5

NH4
+

NO-2

NO3-

Organic Nitrogen
Total  Nitrogen
Phosphate
Total Organic Carbon
EPS (mg/g)
Biomass
Moisture Content
Temperature  (oC)
pH

0.46
0.07
5.27

2,064.28
2,070.07

153.22
9,849.00

2.15
8817.85

23.15
40.00
5.37

11.09
0.40
6.19

1,873.17
1,890.86
1,053.96
6,111.40

1.44
5518.96

18.69
33.00
3.59

11.10
0.93
7.34

1,194.14
1,213.51

215.31
6,877.00

1.25
6107.60

23.78
31.00
3.12

2.31
0.20
7.13

974.13
983.77

1,493.12
3,756.90

1.62
3452.02

28.78
32.00
4.05

4.16
8.50
8.50

1,558.62
1,579.78

225.69
5,799.70

1.19
5074.54

18.15
40.00
2.98
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ตารางผนวกที่ ข4 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
 อ.ลาดหลุมแกว จ. ปทุมธานี  ที่ระดับความลึก 31-45 เซนติเมตร

Sample SiteParameter
µg/g ( dry soil ) 1 2 3 4 5

NH4
+

NO-2

NO3-

Organic Nitrogen
Total  Nitrogen
Phosphate
Total Organic Carbon
EPS (mg/g)
Biomass
Moisture Content
Temperature  (oC)
pH

3.24
0.13
1.90

1,927.25
1,932.51
186.72

5,585.60
2.88

5173.80
28.40
40.00
7.19

4.63
0.00
6.45

1,911.06
1,922.14
1,266.94
11,249.40

2.67
10505.81

22.10
32.00
6.68

1.85
0.79
13.76
929.59
945.99

2,029.43
9,717.20

2.22
9353.33
25.38
30.00
5.55

3.70
0.20
11.50

1,371.46
1,386.87
255.00

6,105.40
2.50

5623.56
29.63
29.00
6.25

7.40
4.69
4.69

1,481.28
1,498.05
164.02

12,511.30
2.27

11915.17
20.89
36.00
5.67
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ตารางผนวกที่ ข5 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
 อ.ลาดหลุมแกว จ. ปทุมธานี  ที่ระดับความลึก 46-60 เซนติเมตร

Sample SiteParameter
µg/g ( dry soil ) 1 2 3 4 5

NH4
+

NO-2

NO3-

Organic Nitrogen
Total  Nitrogen
Phosphate
Total Organic Carbon
EPS (mg/g)
Biomass
Moisture Content
Temperature  (oC)
pH

1.39
0.00
3.46

2,513.82
2,518.67
190.06

18,104.10
2.77

16376.17
32.75
38.00
6.92

5.09
0.07
7.82

2,602.91
2,615.88
1,247.89
12,397.30

2.38
11904.40

20.67
34.00
5.95

2.77
0.40
14.57

1,813.38
1,831.12
1,218.74
9,163.50

2.20
8736.96
26.76
30.00
5.49

9.25
0.53
10.50

2,425.74
2,446.02
688.01

12,945.50
2.35

12216.65
30.77
30.00
5.87

16.18
3.96
3.96

2,293.01
2,317.11
194.97

11,449.80
2.16

10739.39
20.87
37.00
5.41
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ภาพผนวกที่ ข1  ขวดซีรัมที่ทําการศกึษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
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ตารางผนวกที่ ข6 คาเฉลี่ยผลการวิเคราะหกาซมีเทนที่ระดับความลึกตางๆ

Methane  Concentration  (%)
Days

15-30 cm. 16-30 cm. 31-45 cm. 46-60 cm.
0
3
6
9
12
15
18
21
24
27
30
33
36
39
42
45
48
51
54
57
60
63
66
69
72
75
78
81
84
87

4.8724
4.5822
4.3744
4.1411
3.8830
3.7229
3.5259
3.2491
2.8337
2.4760
2.0206
1.7618
1.5450
1.4834
1.3024
1.1120
0.9185
0.8138
0.6155
0.4216
0.3181
0.2214
0.1573
0.0533
0.0000

-
-
-
-
-

5.5346
5.1942
5.0113
4.7286
4.5035
4.2618
3.9555
3.7623
3.4285
3.1904
2.7282
2.3802
2.2067
1.9818
1.7993
1.6364
1.4576
1.2599
1.1241
0.9866
0.8359
0.7007
0.5800
0.4894
0.3515
0.2561
0.1447
0.0755
0.0006
0.0000

5.7486
5.3719
4.9239
4.4990
4.0837
3.7357
3.2273
2.7877
2.1992
1.6426
1.2147
0.9188
0.8232
0.7129
0.5703
0.4902
0.3949
0.3287
0.2490
0.2014
0.1340
0.0624
0.0000
0.0000
0.0000

-
-
-
-
-

5.5072
5.1442
4.8505
4.4802
4.1198
3.8435
3.4055
2.8471
2.3287
2.0243
1.6869
1.4913
1.2748
1.1576
1.0406
0.8972
0.7616
0.6608
0.5302
0.3711
0.3373
0.1855
0.0656
0.0000

-
-
-
-
-
-
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การคํานวณการเปลี่ยนหนวยของกาซจากเปอรเซนต (%)  เปนไมโครโมล (µmol)

การศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชัน้สุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี  ที่ระดับความลึกตางๆ

สภาวะของการทดลอง

ปริมาตรของขวดซีรัมทีใ่ชในการทดลอง  118  มิลลิลิตร (ml)
น้ําหนักเปยกของดิน  10  กรัม (g)
ปริมาณความชื้นของดนิ

ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ 15.65
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  22.51
ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  25.28
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  26.37

น้ําหนักแหงของดินเทากับ
ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  =  10  -  (10 x 0.1565)  

=  8.435  กรัม (g)
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร =  10  -  (10 x 0.2251)  

=  7.479  กรัม (g)
 ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร =  10  -  (10 x 0.2528)  

=  7.572  กรัม (g)
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  =  10  -  (10 x 0.2637)  

=  7.363 กรัม (g)

ความหนาแนนของดนิ  1,111  กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร  ( 1.11 กรัมตอมิลลิลิตร ) 
ปริมาตรของดิน =  10  กรัม  / 1.11  กรัมตอมิลลิลิตร

=  9.0090  มิลลิลิตร (ml)
ปริมาตรของอากาศที่เหลือภายในขวดซีรัม =  118 - 9.0090 มิลลิลิตร (ml)    

=  108.991 มิลลิลิตร (ml)
อุณหภูมิขณะทดลอง  30  องศาเซลเซียส  ( 303  เคลวิน )  
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สมมติความดันภายในขวดซีรัมเทากับ  1  ความดันบรรยากาศ (atm)
ในระบบปดสามารถคํานวณหนวยของกาซเปนโมล ( mole )  จากสมการ

เมื่อ P  =  Partial  pressue  หรือ  เปอรเซนตของกาซ
   R  =  82.06  atm . ml /  mole . K

K  =  303  K
n  =  จํานวนโมลของกาซ

  
จํานวนโมลของกาซ  CH4  ( mole) = (A%)(108.991 ml) 

การคํานวณอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชนั

 เริ่มจากการเปลี่ยนหนวยของกาซจากเปอรเซนต (%) เปนไมโครโมล ( µmol )  
 นําน้ําหนักแหงของดินที่ระดับความลึกตางๆมาหารเพื่อเปรียบเทียบตอกรัมดิน 

(น้ําหนักแหง)
 และนําขอมูลในการลดลงของมีเทนตอกรัมดิน (น้ําหนกัแหง)  เปรียบเทียบกับ

เวลา  จะได  Methane Oxidation Rate จากความชันของกราฟดังภาพผนวกที่  
ข 2 – ข 21  

PV  =  nRT

82.06 atm.ml / mole.K
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y = -0.3295x + 22.469

y = -0.2772x + 19.19
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ภาพผนวกที่ ข2  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 0-15 ซม.
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ภาพผนวกที่ ข3  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 15-30 ซม.
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y = -0.877x + 29.797

y = -1.3307x + 36.683
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ภาพผนวกที่ ข4  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 31-45 ซม.
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ภาพผนวกที่ ข5  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 46-60 ซม.
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y = -0.3806x + 18.357

y = -0.3103x + 18.397
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ภาพผนวกที่ ข6  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 0-15 ซม.
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y = -0.4061x + 20.297
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ภาพผนวกที่ ข7  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 15-30 ซม.
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y = -0.3159x + 19.993

y = -0.2344x + 21.769
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ภาพผนวกที่ ข8  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 31-45 ซม.
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ภาพผนวกที่ ข9  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 46-60 ซม.
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y = -0.4331x + 26.894

y = -0.3393x + 27.342
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ภาพผนวกที่ ข10  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 0-15 ซม.
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ภาพผนวกที่ ข11  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 15-30 ซม.
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y = -0.4817x + 23.196

y = -0.5186x + 31.502
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ภาพผนวกที่ ข12  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 31-45 ซม.

y = -0.4895x + 22.071

y = -0.555x + 23.891
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ภาพผนวกที่ ข13  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 46-60 ซม.
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y = -0.5524x + 20.986

y = -0.3065x + 20.811
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ภาพผนวกที่ ข14  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 0-15 ซม.
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y = -0.3512x + 27.549
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ภาพผนวกที่ ข15  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 15-30 ซม.



103

y = -0.656x + 23.905

y = -0.5795x + 23.418
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ภาพผนวกที่ ข16  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 31-45 ซม.

y = -0.5301x + 22.844

y = -0.5226x + 32.351
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ภาพผนวกที่  ข17 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 46-60 ซม.
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y = -0.1476x + 18.765

y = -0.4579x + 19.5
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ภาพผนวกที่ ข18  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 0-15 ซม.
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ภาพผนวกที่ ข19  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 15-30 ซม.
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y = -0.5567x + 20.262

y = -0.5879x + 22.124
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ภาพผนวกที่ ข20  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 31-45 ซม.

y = -0.5117x + 25.046

y = -0.4902x + 25.347

0

5

10

15

20

25

30

0 3 6 9 12 15

Time (days)

M
et

h
an

e 
O

xi
d

at
io

n
( m

M
o

l/
g

 s
o

il
)

Duplicate 1

Duplicate 2

ภาพผนวกที่ ข21 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 46-60 ซม.
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ภาคผนวก  ค

การศึกษาปริมาณเชือ้เมทาโนโทรฟดวยวธิีเอ็มพีเอ็น
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  NMS  ( NMS  :  Nitrate  Mineral  Salts  Medium  )

สวนประกอบ

 MgSo4.7H2O 1 กรัม
 KNO3 1 กรัม
 Na2HPO4.7H2O 0.717 กรัม
 KH2PO4 0.272 กรัม
 CaCl2.6HO 0.2 กรัม
 Ferric  ammonium  EDTA 0.004 กรัม
 Trace  element  solution 0.5 มิลลิลิตร

ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตรแลวจึงนํามาตมโดยคอยๆเพิ่มอุณหภูมิจนกระท่ังเดือด ปรับ pH 
เปน 8.3 และนําอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวนําไป Autoclave ที่ความดัน 15 psi, อุณหภูมิ 121 oซ นาน 
15 นาที
  

การคํานวณเพื่อวิเคราะหปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในหนวย  MPN / g soil

สภาวะของการทดลอง

น้ําหนักเปยกของดิน  1  กรัม (g)  ในสารละลายเจือจาง  9.5  มิลลิลิตร
ปริมาณความชื้นของดนิ

ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ 15.65
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  22.51
ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  25.28
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  26.37
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น้ําหนักแหงของดินเทากับ
ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  =  1  -  (1 x 0.1565)  

=  0.8435  กรัม (g)
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร =  1  -  (1 x 0.2251)  

=  0.7479  กรัม (g)
 ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร =  1  -  (1 x 0.2528)  

=  0.7572   กรัม (g)
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  =  1  -  (1 x 0.2637)  

=  0.7363 กรัม (g)

นําผลการการศึกษาของเช้ือเมทาโนโทรฟทีใ่หผลการทดลองเปนบวกและลบมาทําการ
คํานวณดังสมการดานบนแลวจึงคูณดวยปริมาตรของสารละลายเจือจาง  ( 9.5 มิลลิลิตร )  และหาร
ดวยน้ําหนักแหงของแตละตัวอยาง

ปริมาณเชื้อจุลินทรีย  ( MPN / ml ) =       จํานวนหลอดที่ใหผลบวก

          [ปริมาณตัวอยางที่ใหผลลบ(ml) X ปริมาณตัวอยางในทุกหลอด(ml)]
0.5
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ภาพผนวกที่ ค1 การศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นในระบบ 3 ขวด

ภาพผนวกที่ ค2  เปรียบเทียบลักษณะของผลการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นที่ระดับความเขมขนเดียวกัน
            ในวันที่  1  และ  45
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ตารางผนวกที่  ค1  ปริมาณขวดซีรัมทีใ่หผลบวกในการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟดวยวิธี
เอ็มพีเอ็นที่ระดับความลึกตางๆ

Sample Depth (cm.) Positive Tube Concentration

1
0 – 15
16 – 30
31 – 45
46 - 60

3-3-1
3-3-0
3-3-2
3-3-1

100-10-2

100-10-2

10-2-10-4

10-2-10-4

2

0 – 15
16 – 30
31 – 45
46 - 60

3-3-0
3-3-0
3-3-0
3-3-1

100-10-2

100-10-2

10-1-10-3

10-1-10-3

3

0 – 15
16 – 30
31 – 45
46 - 60

3-3-0
3-3-1
3-3-1
3-3-2

100-10-2

100-10-2

10-1-10-3

10-1-10-3

4

0 – 15
16 – 30
31 – 45
46 - 60

3-3-0
3-3-0
3-3-1
3-3-1

100-10-2

100-10-2

10-2-10-4

10-1-10-3

5

0 – 15
16 – 30
31 – 45
46 - 60

3-3-1
3-3-0
3-3-0
3-2-1

100-10-2

100-10-2

10-2-10-4

10-1-10-3
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ภาคผนวก  ง

การศึกษาและวิเคราะหจํานวนเชื้อจุลินทรียดวยวธิีฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชนั



112

การคํานวณเพื่อวิเคราะหปริมาณเชื้อจุลินทรียในหนวย  Cells / g soil

สภาวะของการทดลอง

น้ําหนักเปยกของดิน  3  กรัม (g) ในสารละลายเจือจาง  9.5  มิลลิลิตร
ปริมาณความชื้นของดนิ

ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ 15.65
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  22.51
ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  25.28
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  26.37

น้ําหนักแหงของดินเทากับ
ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  =  3  -  (3 x 0.1565)  

=  2.5305  กรัม (g)
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร =  3  -  (3 x 0.2251)  

=  2.3247  กรัม (g)
 ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร =  3  -  (3 x 0.2528)  

=  2.2416   กรัม (g)
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  =  3  -  (3 x 0.2637)  

=  2.2089 กรัม (g)

ปริมาณสารละลายดินเจือจางที่นํามา  Fixed  Cells  300  ไมโครลิตร ( µl )

ปริมาณ  Fixed  Cell  ที่หยดบนสไลดแบบหลุม      3   ไมโครลิตร ( µl )
กําลังขยายของกลองจุลทรรศนที่ใชในการขยาย  100    เทา
Field  Number   ของกลอง            22
รัศมีของหลุมในสไลด            2.5    มิลลิเมตร  (mm.)

ขนาดของพื้นที่ที่มองเห็นจากเลนสตา =   r2

=   x (22 / 2  x 100 )2

ขนาดพื้นที่ของหลุมในสไลด =   r2

=   x ( 2.5 )2

กําหนดจํานวนเซลลที่นับไดเฉลี่ยตอภาพถาย         =       A
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Cell / g soil  =  A  x   x ( 2.5 )2 x  9.5  ml  x  1000 µl

การนับจํานวนเซลลจากภาพถายในงานฟลูออเรสเซนตอนิซิตูไฮบริไดเซชนั
  
ในการนับจํานวนเซลลของจุลินทรียที่ทําการศึกษานั้นอาศยัโปรแกรมทางคอมพิวเตอรใน

การนับจํานวนเซลล  ซ่ึงโปรแกรมดังกลาว  คือ  โปรมแกรม  Adobe  Photoshop  CS2  โดยในการ
วิเคราะหปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟชนดิที่  1  ,  2  ,  Methylocella  palustris  ,  Methylocpsa  
acidiphila  ,  Nitrosomonas  spp.  และ  Nitrobacter  spp.  มีวิธีการดังตอไปนี้

 ใชโปรแกรม  Adobe  Photoshop  CS2   ในการเปด  File  รูปภาพที่ไดจากการ
ถายภาพเซลลที่ทําการศึกษาดวยวิธีฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน

 เลือกอุปกรณเปนถังน้ํา  (  Paint  Bucket  Tool  )  เพื่อเปล่ียนตําแหนงหรือบริเวณ
ที่ไมมีการเรืองแสงของเซลล  ( บริเวณที่ไมใชเซลลท่ีตองการศึกษา )  ให
เปลี่ยนเปนสีดําจนกวาจะเหลือเฉพาะจดุหรือเซลลที่มีการเรืองแสงเทานั้น

 คลิกเลือก  Image              Adjustments             Threshold  ที่รอยละ  50  เพื่อ
เปลี่ยนรูปภาพเปนสีขาวดํา  และเลือก  Threshold  ที่รอยละ  50  เพื่อใหไดจํานวน
เซลลที่ปรากฏเทากับที่เลือกไวในตอนแรก

 คลิกเลือกกลอง  Histogram  และลากลูกศรใหครบทั้งภาพเพื่อนับจํานวนเซลลที่
ปรากฎ  โดยผลการนับจะแสดงอยูใน  Count  ในกลอง  Histogram  ดังกลาว        

 x (22 / 2 x 100)2   x  3  µl  x 1  ml x  dry weight 
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ภาพผนวกที่ ง1  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณจุลินทรียทั้งหมดที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทาย
             พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย DAPI)

ภาพผนวกที่ ง2  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟชนิดที่  1  ที่ตรวจพบในดินกลบทับ   
                          ช้ันสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย  M84+M705)
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ภาพผนวกที่ ง3  ภาพถายผลารศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  2  ที่ตรวจพบในดินกลบทับ
                          ช้ันสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย Mα450)

ภาพผนวกที่ ง4  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟสายพันธุ  Methylocapsa 
                           acidiphila  ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลล   
                           ดวย Mcaps-1032)
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ภาพผนวกที่ ง5  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟสายพันธุ Methylocella  palustris  
                          ท่ีตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นทีฝ่งกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย Mcells-     
                          1026)

ภาพผนวกที่ ง6  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือ  Nitrosomonas  spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
                          สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย  NSM 156)
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ภาพผนวกที่ ง7  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือ  Nitrobacter  spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
                          สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย  NIT 3)

การเตรียม Phosphate buffered saline (PBS)
  
การเตรียม  3X  PBS

 NaCl  24  กรัม
 Na2HPO4, 7H2O  3.45  กรัม
 KCl  0.6  กรัม                                                  Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oซ  
 KH2PO4  0.6  กรัม                                          นาน  15  นาที
 Milli-Q  water  1,000  ml


