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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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มูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ. ปทุมธานี  ที่ระดับความลึก 31-45 เซนติเมตร 90

ข5 ผลการวิเคราะหลกัษณะสมบัติของดนิกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
มูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ. ปทุมธานี  ที่ระดับความลึก 46-60 เซนติเมตร 91

ข6 คาเฉลี่ยผลการวิเคราะหกาซมีเทนที่ระดับความลึกตางๆ 93
ค1 ปริมาณขวดซีรัมที่ใหผลบวกในการศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟ

ดวยวิธีเอ็มพีเอ็นที่ระดับความลึกตางๆ 110
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สารบัญภาพ

           ภาพที่              หนา

1 การยอยสลายสารอินทรียโดยจุลินทรียแบบไมใชออกซิเจนใน
หลุมฝงกลบมูลฝอย 7

2 วิถีทางในการเกิดมีเทนออกซิเดชันและการดูดซึมฟอรมัลดไีฮดของ
เชื้อเมทาโนโทรฟ 25

3 Phylogenetic Tree  ของเชื้อเมทิลโลโทรฟ  เมทาโนโทรฟและแบคทีเรีย
ชนิดอื่นที่จําแนกตามกลุมของ Proteobacteria (อาศัย 16s rRNA และ 5s rRNA
ในการจําแนก) 28

4 Phylogenetic Tree ของแบคทีเรียตระกูล Methylococcaceae และแบคทีเรีย
อื่นๆใน     Proteobacteia  30

5 Phylogenetic Tree ของเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ใน α  Proteobacteria  31
6 เทคนิคการทําฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน 35
7 ลักษณะของชุดดินรังสิตที่ใชในการกลบทับพื้นที่ฝงกลบมลูฝอย

ที่ทําการศึกษา 39
8 ตําแหนงดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและปากทอระบายกาซ

ที่ทําการศึกษา 41
9 ความเปนกรดดาง ความชืน้และอุณหภูมิของดนิกลบทับชั้นสุดทาย

พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 48
10 ปริมาณแอมโมเนียม ไนไตรตและไนเตรทไนโตรเจนของดินกลบทับชั้น

สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 49
11 ปริมาณสารอินทรียไนโตรเจน สารอินทรียคารบอนและฟอสเฟตของ

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 52
12 อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันและปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด

ของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ 53
13 ความสัมพันธระหวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทาย

พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน 56
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สารบัญภาพ (ตอ)

           ภาพที่              หนา

14 อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับช้ันสุดทายพืน้ที่ฝงกลบมูลฝอย
และปริมาณมีเทนที่ทอระบายกาซ ณ จุดเก็บตางๆ 57

15 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
มูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆที่ศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็น 58

16 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับช้ันสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยโดยวิธีเอ็มพีเอ็นกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันใน
พื้นที่ดังกลาว 60

17 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดตางๆที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศกึษาในระดับความลกึตางๆ 62

18 ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด Methnotroph type I, Methanotroph typeII,
Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาที่ความลึกตางๆ 63

19 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และ 2 ในดินกลบ
ทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน 64

20 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับช้ันสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นและฟช 65

21 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับช้ันสุดทายพื้น
ที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาโดยวิธีฟชกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
ในพื้นที่ดังกลาว 65

22 สัดสวนของ Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp., Methanotroph type I, 
Methanotroph type II เปรียบเทียบกับจุลินทรียทั้งหมดทีต่รวจพบในดิน
กลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยท่ีทําการศึกษาที่ความลึกตางๆ 67
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สารบัญภาพ (ตอ)

           ภาพผนวกที่              หนา

ก1 แผนที่พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี 83
ก2 พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลมแกว จ.ปทุมธานี ที่ทําการศึกษาดินกลบ

ทับชั้นสุดทายในการวิจัยครั้งนี้ 84
ก3 จุดที่ทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายพืน้ที่ฝงกลบมูลฝอย 84
ก4 ขวดซีรัมขนาด  20  และ  118  มิลลิลิตร  ที่ใชในการทดลอง 85
ก5 สไลดหลุมชนิด  14  หลุมที่ใชในการทดลอง 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 การศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรยีดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

ในระบบ 3 ขวด 109
ค2 เปรียบเทียบลักษณะของผลการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นที่ระดับความเขมขน

เดียวกันในวันที่  1  และ  45                           109
ง1 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณจุลินทรียทั้งหมดที่ตรวจพบในดินกลบทับ

ชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  DAPI)                                      114
ง2 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนดิที่  1  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  M84 + M705) 114
ง3 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนดิที่  2  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  M450) 115
ง4 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ  Methylocapsa acidiphila  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  Mcaps-1032) 115
 ง5 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ  Methylocella palustris  ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  Mcells-1026) 116
ง6 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ Nitrosomonas  spp.ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  NSM156) 116
ง7 ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเชื้อ Nitrobacter  spp.ที่ตรวจพบใน

ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมดวย  NIT3) 117

(8)



5

คําอธิบายสัญลักษณและอักษรยอ

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 = ไนไตรตไนโตรเจน
NO3-N = ไนเตรทไนโตรเจน

  TP = ฟอสฟอรัสทั้งหมด
Org-N = อินทรียไนโตรเจน
TN = ไนโตรเจนทั้งหมด
TOC = อินทรียคารบอนทั้งหมด
TP = ฟอสฟอรัสทั้งหมด
oซ = องศาเซลเซียส
ซม. = เซนติเมตร
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การจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่มีผลตอ
การเกิดมีเทนออกซิเดชัน

Identification of Methanotrophs in Landfill Cover Soil Effecting 
Methane Oxidation

คํานํา

ในปจจุบันปริมาณของขยะมูลฝอยเพิ่มขึ้นเปนจํานวนมากตามอัตราการเพิ่มขึ้นของ
ประชากรจึงสงผลใหมีการจัดการมูลฝอยมากขึ้น วิธีการฝงกลบมูลฝอยจัดเปนวิธีการหนึ่งที่นิยมใช
ในการจัดการมูลฝอยแตผลขางเคียงที่เกิดขึ้นจากการฝงกลบมูลฝอย คือ การแพรระบายของกาซ
เรือนกระจกสูบรรยากาศซึ่งเปนสาเหตุหนึ่งของสภาวะโลกรอนขึ้น  โดยองคประกอบหลักของกาซ
จากหลุมฝงกลบมูลฝอย คือ กาซมีเทนและคารบอนไดออกไซดซึ่งกาซมีเทนจะดูดซับความรอนใน
ชั้นบรรยากาศมากกวากาซคารบอนไดออกไซดประมาณ 21 เทา ดังนั้นการลดปริมาณการแพร
ระบายของกาซมีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยจึงเปนประเด็นที่ไดรับความสนใจมากยิ่งขึ้น

โดยวิธีการหนึ่งในการลดการแพรระบายของกาซมีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยที่มีความ
เปนไปได คือ การใชปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน (Methane Oxidation) โดยเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย 
(Methanotroph Bacteria) ที่เจริญขึ้นเองตามธรรมชาติและสามารถใชกาซมีเทนเปนแหลงคารบอน
และพลังงานแลวไดผลิตภัณฑ คือ เซลลใหมและกาซคารบอนไดออกไซดภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจน ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเกิดไดดีบริเวณหนาดินกลบทับชั้นสุดทายเนื่องจากอากาศ
สามารถแพรผานลงไปในดินได

สําหรับเมทาโนโทรฟแบคทีเรียนั้นสามารถจําแนกออกเปน 2  ตระกูลดวยกัน คือ 
Methylococcaceae (Type I) และ Methylocystaceae (Type II) โดยตระกูล Methylococcaceae
(Type I)  นั้นประกอบไปดวยสกุล (genus)  Methylobacter  spp., Methylomonas spp.,
Methylomicrobium spp. และ Methylococcus spp.  สําหรับตระกูล Methylocystaceae (Type II)  
ประกอบไปดวยสกุล (genus) Methylosinus spp., Methylocystis spp., Methylocella  spp. และ  
Methylocapsa  spp.
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ในการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อเมทาโนโทรฟกอนหนานี้ไดมีการศึกษาในรูปแบบตางๆ ซึ่งมีการ
นับจํานวนดวยวิธีการโมสพรอบเอเบิลนัมเบอรหรือเอ็มพีเอ็น (Most Probable Number, MPN)  
เปนวิธีการในการศึกษาปริมาณเชื้อภายใตอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะตอการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟ (Nitrate Mineral Salt Medium, NMS Medium) นอกจากนี้ไดมีเทคนิค
ใหม คือ ฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันหรือฟช (Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) 
ซึ่งเปนวิธีการศึกษาทั้งปริมาณและชนิดโดยอาศัยลําดับนิวคลิโอไทดซึ่งเปนองคประกอบสําคัญ
และจําเพาะในเซลลที่ทําการศึกษาดังนั้นปริมาณเชื้อที่พบดวยวิธีการดังกลาวจึงสามารถนํามาหา
ความสัมพันธโดยตรงกับกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟโดยเฉพาะการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ชวย
ลดปริมาณกาซมีเทนที่จะปลอยสูบรรยากาศของโลกอันเปนสาเหตุสําคัญของภาวะโลกรอนตอไป

ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1, 2 เชื้อเมทาโนโทรฟ
สายพันธุ  Methylocella  palustris และ Methylocapsa  acidiphila ในเชิงปริมาณในดินกลบทับชั้น
สุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ปที่
ระดับความลึกตางๆโดยอาศัยวิธีการเอ็มพีเอ็นและฟชในการตรวจวัดเพื่อจําแนกประเภทของเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ที่ทําการศึกษา 
นอกจากนี้ยังทําการศึกษาเชื้อ Nitrosomonas spp. และ Nitrobacter spp. ในเชิงปริมาณเพื่อ
ตรวจสอบบทบาทของเช้ือดังกลาวตอการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

วัตถุประสงคของการวิจัย

1.  จําแนกชนิดและนับจํานวนเชื้อเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทตอการเกิดมีเทนออกซิเดชันใน
ดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย

2.  ศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่
มีลักษณะเปนดินเหนียว
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ขอบเขตการศึกษา

1)   ตัวอยางดินจากดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว 
จ.ปทุมธานี ซึ่งเปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ป

2)  การศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพและทางเคมีในดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ที่
ทําการศึกษาประกอบดวยอุณหภูมิ, ความชื้น, ความเปนกรดดาง, ประเภทของดิน, แอมโมเนีย
ไนโตรเจน, อินทรียไนโตรเจน, ไนไตรตไนโตรเจน, ไนเตรทไนโตรเจน, ไนโตรเจนทั้งหมด,
ฟอสเฟต , ปริมาณอินทรียคารบอนทั้งหมดและปริมาณเอ็กซตราเซลลลูลาโพลีแซคคาไรด 
(Extracellular Polysaccharides, EPS)

3)  การศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันโดยอาศัยความชื้นเริ่มตนของดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาและปริมาณกาซมีเทนเริ่มตนรอยละ 10  ของปริมาตร
ขวดที่ใชในการทดลอง  

4) การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการเอ็มพีเอ็น

5)  การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่  1  ชนิดที่  2    และแบคทีเรีย
กลุมไนตริไฟอิงดวยวิธีการฟช
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การตรวจเอกสาร

1.  การยอยสลายมูลฝอยทางชีวภาพในหลุมฝงกลบมูลฝอย

การยอยสลาย (Decomposition Processes) ของมูลฝอยมี 3 กระบวนการ ไดแก การสลายตัว
ทางชีววิทยา การสลายตัวทางเคมีและการสลายตัวทางฟสิกส โดยมีรายละเอียดดังนี้

1.1  การสลายตัวทางชีววิทยา  (Biological Decomposition) ไดแก การเปลี่ยนธาตุคารบอน
ในสารอินทรียโดยกระบวนการทางชีววิทยาของจุลินทรียใหอยู ในรูปของกาซ เชน กาซ
คารบอนไดออกไซด (CO2) และกาซมีเทน (CH4) เปนตน การสลายตัวนี้นับวามีความสําคัญมาก
ที่สุดเพราะมูลฝอยมีสารอินทรียเปนองคประกอบสวนใหญ กระบวนการยอยสลายทางชีววิทยา
สามารถแบงได 2 ขั้นตอนดังนี้

1.1.1 การยอยสลายแบบใชอากาศ (Aerobic Decomposition) กระบวนการยอยสลาย
จะเริ่มเมื่อมีการทิ้งมูลฝอยสูหลุมฝงกลบโดยในชวงแรกมูลฝอยที่ทับถมกันยังมีกาซออกซิเจนที่
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 ยแ ละ ใ ห ผลิต ภั ณ ฑ เ ป น ก า ซ
คารบอนไดออกไซด (CO2)  น้ํา สารอินทรียที่ยอยสลายไมสมบูรณและความรอน โดยปกติการยอย
สลายแบบใชออกซิเจนจะเกิดไดรวดเร็วกวาแบบไมใชออกซิเจน นอกจากนี้พบวากาซ
คารบอนไดออกไซด (CO2)  ซึ่งเปนผลิตภัณฑสําคัญของกระบวนการมีปริมาณสูงถึงรอยละ 90 
ของปริมาณกาซทั้งหมดและจากคุณสมบัติที่ละลายน้ําคอนขางดีดังนั้นกาซคารบอนไดออกไซด 
(CO2)  บางสวนจึงละลายลงสูน้ํา ผลจากการละลายน้ํานี้สงผลใหน้ําชะมูลฝอยมีฤทธิ์คอนขางเปน
กรดเล็กนอย สําหรับปริมาณของกาซออกซิเจนลดลงในขณะที่ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด 
(CO2)  สูงขึ้น สวนกาซไนโตรเจน  (N2)  นั้นในทางทฤษฏีจะไมมีการเปลี่ยนแปลง (Tchobanoglous 
et al.,1993)

1.1.2 การยอยสลายแบบไมใชอากาศ (Anaerobic Decomposition)  กระบวนการยอย
สลายจะใหผลิตภัณฑขั้นสุดทาย (Final  product)  ดังสมการที่ 1

CaHbOcNd  + H2O eCO2   +  fCH4  +  gNH3  + hH2S              (1)
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ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นในสวนที่เปนกาซจะสงกลิ่นเหม็นฟุงกระจาย กระบวนการนี้เกิดไดชา
กวาแบบใชอากาศประมาณ 2 - 6  เดือน หรือ 1 ป โดยแบงออกเปน 3 ขั้นตอนดังนี้

1) ปฏิกิริยาการแตกสลายสารโมเลกุล (Hydrolysis) เปนกระบวนการแตกสลายสารอนิทรีย
ที่มีโครงสรางซับซอนที่อาจอยูในรูปที่ไมละลายน้ํา เชน โปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรตที่มี
องคประกอบหลักของเซลลูโลสและสวนประกอบตางๆของเนื้อเยื่อพืช เชน เซลลูโลสและลิกนิน  
ขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนแรกของกระบวนการยอยสลายแบบไมใชออกซิเจนเพื่อเปลี่ยนขนาดและ
รูปรางโมเลกุลของสารใหเล็กลงทําใหแบคทีเรียสามารถนําสารอาหารผานผนังเซลลเพื่อใหเปน
แหลงอาหารและพลังงานได โดยแบคทีเรียจะขับเอนไซมออกมานอกเซลลทําใหสารโมเลกุลขนาด
ใหญเหลานี้แตกตัวเปนโมเลกุลขนาดเล็ก เอนไซมที่ขับออกมา ไดแก cellulose, lipolytic และ 
proteolytic

2) กระบวนการเกิดกรด (Acidogenesis) สารอินทรียที่มีขนาดเล็กที่ไดจากปฏิกิริยา 
Hydrolysis จะถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียที่สรางกรด (Acid forming bacteria) อาจเปนพวก 
Facultative การยอยสลายในขั้นตอนนี้พบวามีการปลดปลอยกาซคารบอนไดออกไซด (CO2)  
ออกมาอยางรวดเร็วพรอมกับกรดอินทรียและพลังงานความรอนเล็กนอย  นอกจากนี้กรดอินทรียที่
เกิดขึ้นจะรวมกับกาซคารบอนไดออกไซด (CO2)  มีผลทําใหเกิดสภาพความเปนกรดอินทรียที่
เกิดขึ้นสวนใหญเปนกรดอะซิติก (acetic  acid) , กรดโพรไพโอนิก (propionic acid) , กรดแลคติก 
(lactic acid) และกรดบิวไทลิก (butyric  acid) จากนั้นแบคทีเรียจําพวกอะซิโตจีนิก (acetogenic 
bacteria ) จะทําหนาที่เปลี่ยนกรดบิวไทลิก (butyric acid ) และกรดโพรไพโอนิก (propionic acid)  
เปนกรดอะซิติก (acetic  acid)  ดังสมการ

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

CH3CH2CH2COOH    +    2H2O    CH3COOH  +  CO2  +  3H2 (3)
(butyric acid)
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3) กระบวนการเกิดกาซมีเทน (Methanogenesis)  กระบวนการยอยสลายเริ่มเมื่อออกซิเจน
ถูกใชไปหมดแลวพรอมกับสภาวะ reducing ซึ่งอํานวยตอการเจริญของแบคทีเรียชนิดที่สรางกาซ
มีเทน (Methane former) และเปนแบคทีเรียที่เจริญไดชา สําหรับผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ
ประกอบดวยกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) น้ําและกาซมีเทน (CH4)  และพลังงานความรอน การ
ยอยสลายกรดอินทรียที่มีผลทําใหปริมาณกรดอินทรียในน้ําชะมูลฝอยลดลงและการลดลงของกาซ
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) สงผลทําใหคาความเปนกรดดางของน้ําชะมูลฝอยมีคาสูงขึ้นแสดง
ดังสมการ

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

โดยไดแสดงภาพกระบวนการในการยอยสลายมูลฝอยในกระบวนการตางๆดังแสดงใน
ภาพที่ 1

1.2  การสลายตัวทางเคมี (Chemical Decomposition) ไดแก ปฏิกิริยาของไฮโดรไลซิส 
การดูดซึม การดูดซับหรือปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนไอออน (ion exchange) ผลที่เกิดขึ้นจะทําใหน้ํา
ชะมูลฝอยมีปริมาณสารอนินทรีย เชน ไฮดรอกไซด คารบอเนตหรือโลหะตางๆ (Tchobanoglous et 
al., 1993)

1.3  การสลายตัวทางกายภาพ (Physical Decomposition) ไดแก การที่สารตางๆที่เกิดจาก
ปฏิกิริยาทางชีววิทยาและกายภาพถูกเคลื่อนยายผานหรือออกจากหลุมฝงกลบมูลฝอยโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในกรณีที่มีน้ําไหลผานในอัตราที่สูง (Tchobanoglous et al., 1993)

ปฏิกิริยาที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายมูลฝอยแบบไมใชออกซิเจนโดยจุลินทรีย
แสดงดังตารางที่  1
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ภาพที่  1  การยอยสลายสารอินทรียโดยจุลินทรียแบบไมใชอากาศในหลุมฝงกลบมูลฝอย
ที่มา  :  Christensen et  al. (1996)
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ตารางที่  1  ปฏิกิริยาที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายมูลฝอยแบบไมใชออกซิเจน

สารตั้งตน 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. องคประกอบและอัตราการเกิดกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอย

2.1 องคประกอบของกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอย

กาซที่เกิดจากการยอยสลายสารอินทรียภายในหลุมฝงกลบมูลฝอย เรียกวา กาซชีวภาพ
(biogas) ซึ่งมีองคประกอบสวนใหญเปนกาซมีเทน (CH4) ประมาณรอยละ 45 – 60 
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ประมาณรอยละ 40 – 50 และกาซอ่ืนๆ ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่  2  องคประกอบทั่วไปของกาซจากหลุมฝงกลบมลูฝอย

องคประกอบ          รอยละโดยปริมาตร

มีเทน 45  -  60
คารบอนไดออกไซด  40  -  50
ไนโตรเจน   2  -  5  
ออกซิเจน  0.1  -  1
ไฮโดรเจนซัลไฟด  0  -  1
แอมโมเนีย   0  -  0.2
ไฮโดรเจน  0  -  0.2
คารบอนมอนอกไซด  0  -  0.2
กาซอื่นๆ  0.01  -  0.6

ที่มา  :  Tchobanoglous  et  al.  (1993)

จากการวิจัยของ Nozhevnikova et al. (1993) พบวาในแตละหลุมฝงกลบมูลฝอยใน
ประเทศรัสเซียจะมีปริมาณความเขมขนของกาซมีเทน (CH4)  แตกตางกันซึ่งขึ้นอยูกับปริมาณของ
มูลฝอยและจะเกิดกาซมีเทนมากที่สุดที่ระดับความลึกประมาณ 2 – 6 เมตร โดยจุลินทรียที่ทําการ
ผลิตกาซมีเทน (CH4)  อยูในจําพวก mesophilic methanobacteria นอกจากนี้อาจพบสารประกอบ
อินทรียที่ระเหยได (Volatile Organic Compound : VOC) เกิดขึ้นในหลุมฝงกลบมูลฝอยเนื่องมาจาก
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การปนเปอนของมูลฝอยจําพวกของใชจากบานเรือนที่ทําจากสารเคมีที่ไมสามารถยอยสลายได  
โดยจากการวิจัยของ Allen et  al. (1997) พบวาการแพรกระจายของสารอินทรียระเหยงายจากหลุม
ฝงกลบมูลฝอย 7 แหงในประเทศอังกฤษทั้งหมด 140 ชนิด ไดแก alkane, aromatic compounds, 
cycloalkane, terpene, alcohol, ketone และ halogen compounds ดังแสดงในตารางที่ 3 ทั้งนี้ 
Bounicor and Wayne (1992) ไดทําการศึกษาองคประกอบของกาซที่แพรกระจายออกจากหลุมฝง
กลบมูลฝอยประเทศสหรัฐอเมริกาพบวาองคประกอบหลักของกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอย
ประกอบดวยกาซมีเทนรอยละ 50 และกาซคารบอนไดออกไซดอีกประมาณรอยละ 50 นอกจากนี้
ยังมีก าซแอมโมเนีย (NH3) กาซไฮโดรเจนซัลไฟล (H2S) กาซไนโตรเจน (N2) กาซ
คารบอนมอนอกไซด (CO)  และสารอินทรียระเหยงาย  (VOC)

ตารางที่  3  ชนิดของสารอินทรียระเหยงายที่พบในกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยตามโครงสรางทาง   
      เคมี

ชนิดของสารอินทรียระเหยงาย     ความเขมขน  (  mg / m3 )

อัลเคน 302 – 1,543
สารประกอบอะโรมาตกิ  94 – 1,906
ไซโคลอัลเคน  80  -  487
เทอรพีน  35  -  652
แอลกอฮอลและคีโตน   2  -  2,069
สารประกอบฮาโลเจน              327  -  1,239

ที่มา  :  Allen  et  al. (1997)

2.2  อัตราการเกิดกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอย

อัตราการเกิดกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอยปกติจะถูกควบคุมจากหลายๆปจจัย 
เชน ขนาดและองคประกอบของมูลฝอย  อุณหภูมิ  พีเอช  ปริมาณสารอาหาร  ความชื้น เปนตน  
ดังนั้นจึงมีนักวิจัยหลายทานไดทําการศึกษาเพื่อหาอัตราการเกิดกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยขนาด
เล็กที่จําลองขึ้นพบวาอัตราการเกิดกาซอยูในชวง 0.007 - 3.16 m3 / kg wet solid waste. Year 
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(USEPA, 1985) ในหลุมฝงกลบมูลฝอยจริงจะมีอัตราการเกิดกาซอยูระหวาง 187 – 424 m3 / ton wet 
solid waste. Year  (Rees, 1985) หรือ 0.009 - 0.02 m3 / kg wet solid waste. Year (คาดการณจาก
อัตราการเกิด 20 ป)  ซึ่งเปนผลมาจากองคประกอบของมูลฝอยและฤดูกาลที่แตกตางกัน ทั้งนี้อัตรา
การเกิดกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยที่จําลองขึ้นจะสูงกวาหลุมฝงกลบมูลฝอยจริงเพราะสามารถ
ควบคุมสภาวะได  เชน  พีเอช ความชื้นและการเติมสารอาหารของมูลฝอยไดมากกวา ในขณะที่
หลุมฝงกลบมูลฝอยจริงไมสามารถควบคุมสภาวะตางๆได เชน อาจมีปริมาณความชื้นที่ต่ําเกินไป 
การรั่วไหลของกาซ เปนตน จึงทําใหผลผลิตกาซที่ไดต่ํากวาปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นจากหลุม
ฝงกลบมูลฝอยจะมีสมการทั่วไปของปฏิกิริยาการยอยสลายสารอินทรียไดผลิตภัณฑเปนกาซมีเทน
ดังสมการ (Tchobanoglous et al, 1993)

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

3.  อิทธิพลของกาซชีวภาพจากหลุมฝงกลบมูลฝอยตอภูมอิากาศของโลก

หลุมฝงกลบมูลฝอยถูกนํามาพิจารณาใหเปนหนึ่งในแหลงการแพรระบายกาซมีเทน (CH4) 
ที่สําคัญของโลกเพราะองคประกอบของกาซจากหลุมฝงกลบมูลฝอยประกอบดวยกาซมีเทนและ
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2)  ซึ่งเปนกาซที่กอใหเกิดสภาวะเรือนกระจกทั้งคูแตกาซมีเทนจะ
สงผลกระทบมากกวาเพราะกาซมีเทนสามารถดูดซับความรอนในชั้นบรรยากาศมากกวากาซ
คารบอนไดออกไซดถึง 21 เทา  กอนหนานี้ไดมีการประมาณการวาหลุมฝงกลบมูลฝอยเปนแหลง
พลังงานที่แพรระบายกาซมีเทนเปนจํานวนถึงรอยละ 8 – 20 ของการแพรระบายกาซมีเทนสู
บรรยากาศโลกนั้นคิดเปน 360 ลานตันตอป  (IPCC, 1992) ดังนั้นการควบคุมการแพรระบายกาซ
มีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยจึงเปนเปาหมายสวนหนึ่งในการลดปริมาณกาซเรือนกระจก สวนกาซ
อื่นๆที่ปลดปลอยออกมาจากหลุมฝงกลบมูลฝอย เชน สาร CFC (Chlorofluorocarbons) ก็มีผลตอ
การเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศของโลกในรูปของการดูดซับรังสีอินฟราเรดและไปทําลายชั้นบรรยากาศ
โอโซน ผลกระทบของกาซเรือนกระจกที่มีตอโลกมีดังนี้ (IPCC, 1992)

1)  ผลกระทบตอภูมิอากาศ คือ ทําใหเกิดภาวะความกดดันของอากาศเพิ่มขึ้นซึ่งกอใหเกิด
มรสุมพัดแรงกวาปจจุบัน เกิดหิมะละลายและเกิดน้ําเซาะดินพังทลาย
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2)  ผลกระทบตอแหลงน้ํา คือ เกิดความแหงแลงขึ้นในบางพื้นที่ เกิดปญหาพืชมีความ
ตองการน้ําสูงขึ้นเนื่องจากเกิดการเรงอัตราการสังเคราะหแสงของพืช

3)  ผลกระทบตอพลังงาน คือ ความแปรปรวนของภูมิอากาศซึ่งจะเปนอุปสรรคตอการ
สํารวจคนหาแหลงน้ํามันดิบ

4)  ผลกระทบตอเกษตรกรรม คือ อาจมีพืชบางพันธุสูญพันธุไปเนื่องจากไมสามารถ
ปรับตัวไดกับการแปรปรวนของภูมิอากาศ

5)  ผลกระทบตอระดับน้ําทะเล คือ ถาโลกมีอุณหภูมิสูงขึ้น 1.5 - 4.5 oซ จะทําใหระดับของ
น้ําทะเลสูงขึ้น 0.4 - 1.2 เมตร เนื่องจากการละลายของน้ําแข็งบริเวณขั้วโลก

การประเมินแหลงที่มีการแพรระบายของกาซมีเทน (CH4)  แสดงดังตารางที่ 4 จะเห็นไดวา
กาซมีเทน (CH4) ไดมาจากแหลงกําเนิดตามธรรมชาติมากมาย เชน พื้นที่ชุมน้ํา บอ นาขาว ฯลฯ 
นอกจากนี้ยังมีการแพรระบายออกมาจากอุตสาหกรรมปโตรเลียม มูลสัตว โรงงานบําบัดน้ําเสียและ
หลุมฝงกลบมูลฝอยซึ่งมีแนวโนมเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ สําหรับการแพรระบายของกาซมีเทน 
(CH4) จากหลุมฝงกลบมูลฝอยประมาณอยูในชวง 30 – 60 ลานตันตอป (Kreileman and Bouwman, 
1994)  ดังนั้นหลุมฝงกลบมูลฝอยจึงเปนแหลงที่มีการแพรระบายของกาซมีเทน (CH4) ที่สําคัญมาก
ที่สุด

4.  ชั้นวัสดุกลบทับ

โดยทั่วไปชั้นวัสดกุลบทับแบงออกเปน 2 ประเภท  (กรมควบคุมมลพิษ, 2542)  คือ

1)  ชั้นวัสดุกลบทับช้ันกลาง หมายถึง วัสดุธรรมชาติหรือสังเคราะหที่ใชกลบทับบนหลุม
ของขยะมูลฝอยกอนที่จะฝงขยะมูลฝอยในวันตอไปหรือระหวางชั้นของขยะมูลฝอย

2)   ชั้นวัสดุกลบทับช้ันสุดทาย หมายถึง วัสดุธรรมชาติหรอืสังเคราะหที่ใชสําหรับการ
กลบชั้นบนสุดของสถานที่ฝงกลบขยะมูลฝอยภายหลังจากการฝงกลบไดสิ้นสุดลง
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ตารางที่  4  แหลงกําเนิดกาซมีเทน

       แหลงกําเนิด  ปริมาณการปลดปลอยกาซมีเทน  (Tg / year)    
             1970       1990               2050  

นาขาวที่ชุมน้ํา   53           59    52
หลุมชุมน้ําตามธรรมชาติ  111         111   111
หลุมฝงกลบมูลฝอย     24            36     81
การบําบัดของเสียชุมชน    17                              25    47
สัตวเคี้ยวเอื้อง     66           79  161
มูลสัตว     12           14     28
ปลวก     20           20     20
แหลงน้ํา     15           15     15
การเผาไหมมวลชีวภาพ

-  การตัดไมทําลายปา     16            14     12
-  การเผาทุงหญา        17             16        6
-  การเผาของเสียจากการเกษตร        7              8        9

ที่มา  :  Kreiieman  and  Bouwman  (1994)

โดยวัสดุกลบทับชั้นสุดทายนี้จะมีหนาที่

-  ชวยลดการซึมผานของน้ําสูชั้นฝงกลบขยะมูลฝอย

-  ควบคุมปริมาณกาซจากหลุมฝงกลบขยะมูลฝอยที่จะปลอยสูบรรยากาศ

-  ความลาดชันดานขางชั้นสุดทายตองเหมาะสมเพื่อระบายน้ําผิวดินและลดการกัดเซาะ
ของวัสดุกลบทับชั้นสุดทาย

-  ปองกันการแพรกระจายกลิ่นและเชื้อโรคสูสิ่งแวดลอม
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5.  การเกิดมีเทนออกซิเดชันในหลุมฝงกลบมูลฝอย

5.1 กระบวนการมีเทนออกซิเดชัน

กาซมีเทนจากหลุมฝงกลบมูลฝอยที่แพรระบายสูบรรยากาศมีปริมาณลดลง เนื่องจาก
เกิดกระบวนการมีเทนออกซิเดชันโดยจุลินทรียในชั้นดินกลบทับหลุมฝงกลบมูลฝอย โดย
กระบวนการมีเทนออกซิเดชันสามารถเกิดไดใน  2  สภาวะ  คือ

1)  สภาวะที่มีอากาศเพยีงพอ

  ในสภาวะดังกลาวพบวากลุมจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญ คือ แบคทีเรียชนิดที่ใช
ประโยชนจากมีเทน (Methane Utilizing Bacteria) หรือจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟซึ่งจุลินทรีย
ดังกลาว Whittenbury et al, (1970) พบวามีลักษณะหลากหลายทางชีวภาพทั้งยังไดศึกษา
รายละเอียดเกี่ยวกับเทคนิคการแบงชนิดจุลินทรีย และลักษณะทางกายภาพของจุลินทรียดังกลาว
ดวยวิธีการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนพบวามีโครงสรางเนื้อเยื่อที่ซับซอนภายใน
ไซโตพลาสซึม นอกจากนี้อธิบายวาจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟสามารถใชมีเทนเปนแหลง
คารบอนและเปนแหลงพลังงานซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียชนิดนี้ โดยมีเอนไซมทําหนาที่
ออกซิไดสมีเทนในสภาวะที่มีออกซิเจนและไดผลผลิตออกมา คือ กาซคารบอนไดออกไซดและน้ํา 
(Baratt ,1995)  ดังแสดงในสมการที่ 7 

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

  โดยในทางทฤษฎีของปฏิกิริยาทางเคมี 1 โมลของมีเทนทําปฏิกิริยากับออกซิเจน 2 
โมล ผลิตภัณฑที่ได คือ คารบอนไดออกไซด 1 โมล แตในสภาพความเปนจริงการผลิตคารบอนต่ํา
กวาซึ่งแตกตางกับทฤษฏีเนื่องจากมีการยอยและดูดซึมของคารบอนไปใชในการสรางเซลล 
ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนรูปคารบอนสูงสุดจากการสังเกตุเกิดขึ้นเพียงรอยละ  43
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2) สภาวะไรอากาศ

 ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันในสภาวะไรอากาศสามารถเกิดขึ้นไดโดยอาศัย
ตัวรับอิเลคตรอนชนิดอื่น  (Pareek et al., 1998) ตัวอยางเชน การเกิดมีเทนออกซิเดชันในสภาวะไร
อากาศโดยใชซัลเฟตที่เกิดขึ้นในทะเลสวนใหญอยูในสภาวะไรอากาศ ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน
เกิดโดยใชเหล็กเปนตัวรับอิเลคตรอน ในขณะที่ตัวรับอิเลคตรอนชนิดอื่นๆมีนอยมาก อยางไรก็
ตามที่สภาวะไรอากาศเกิดมีเทนออกซิเดชันในสัดสวนที่นอยมากเมื่อเทียบกับในสภาวะที่มีอากาศ
เพียงพอ  (มากกวารอยละ 5)  ฉะนั้นในสภาวะดังกลาวจึงไมคอยจะนํามาพิจารณามากนักในหนา
ดินทั่วไป

5.2  ปจจัยที่มีผลตอการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

1)  ความเขมขนของออกซิเจน

  สภาวะที่มีอากาศเพียงพอ ความเขมขนของออกซิเจน ในชองวางระหวางเม็ดดินมี
บทบาทสําคัญในการกําหนดปฏิกิริยาออกซิเดชัน เนื่องจากเปนสารตั้งตนสําหรับปฏิกิริยามีเทน
ออกซิเดชันในสภาวะที่อากาศ

           William and Zobell (1949) พบวาชวงความเขมขนออกซิเจนรอยละ 10–40 
เหมาะสมตอปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน ในขณะที่ King et al. (1996) พบวาระดับความเขมขน
ออกซิเจนต่ําๆสงผลใหอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนมีคาต่ํา

2)  ความเขมขนของกาซมีเทน

  William and Zobell (1949) พบวาในชวงความเขมขนของมีเทนรอยละ 0–40 เมื่อ
ระดับความเขมขนของมีเทนสูงขึ้น อัตราการออกซิเดชันของกาซมีเทนก็เพิ่มขึ้นดวยแตเมื่อความ
เขมขนของกาซมีเทนมากกวารอยละ 40 พบวาอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนมีแนวโนมใกลเคียง
กับที่ระดับความเขมขนรอยละ 40
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3)  ปริมาณคารบอนไดออกไซด

           ในการเพิ่มขึ้นของปริมาณคารบอนไดออกไซดมากกวารอยละ 20 – 30 เปนผลให
เกิดการลดลงของอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทน ซึ่งการที่ความเขมขนของคารบอนไดออกไซดมี
ปริมาณสูง หมายถึง การมีสัดสวนปริมาณออกซิเจนและมีเทนในปริมาณต่ํา ทั้งสองปจจัยนี้จําเปน
สําหรับปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันสงผลใหอัตราของปฏิกิริยาดังกลาวลดลง

4)  ความชื้น

                      โดยปกติน้ําในดินจะไมอยูในรูปน้ําบริสุทธิ์แตจะมีสารตางๆละลายอยูโดยเฉพาะ
สารอาหาร ดังนั้นน้ําในดินจึงอาจเรียกไดวา สารละลายดิน (Soil Solution) ซึ่งน้ําเปนปจจัยที่สําคัญ
สําหรับจุลินทรียในกระบวนการเมทาบอลิซึมและการดึงสารอาหารมาใชโดยผานฟลมของน้ําที่อยู
ระหวางอาหารและเยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย เนื่องจากดินแตละชนิดจะมีโครงสรางที่แตกตางกันจึง
ทําใหความสามารถในการอุมน้ําตางกันดังนั้นปริมาณความชื้นของดินจึงขึ้นกับชนิดของดินและ
ปริมาณน้ําจะมีผลตอกิจกรรมของจุลินทรียเพราะหากมีนอยเกินไปการเจริญจะหยุดชะงักและหากมี
ปริมาณมากเกินไปน้ําก็จะเขามาแทนที่อากาศในดิน ซึ่งเปนผลลบตอจุลินทรียบางชนิดโดยเฉพาะ
จําพวกเฮตเทอโรโทรฟ (heterotroph)  ที่ใชอากาศ (สมศักดิ์ , 2528)

                        Nesbit and Breitenbeck (1992) รายงานวาความชื้นบรรจุรอยละ 25-75 โดยน้ําหนัก
ยับยั้งอัตราการออกซิเดชันของกาซมีเทนถึงรอยละ 56 เนื่องจากโมเลกุลน้ําแทรกอยูในชองวาง
ระหวางอนุภาคดิน ทําใหกาซแพรไดนอยลงในขณะที่ Pokhrel (1998) พบวาความชื้นที่เหมาะสม
สําหรับปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน คือ รอยละ 15 – 20 โดยน้ําหนัก นอกจากนี้ยังพบวาอัตรา
ออกซิเดชันของกาซมีเทนมีคาเทากับ 11.5 x 10-5 กรัมมีเทนตอชั่วโมงตอกรัมดินแหง ที่ความชื้นต่ํา
กวารอยละ 5 โดยน้ําหนัก อัตรามีเทนออกซิเดชันมีคาเกือบเปนศูนยและหากเพิ่มความชื้นมากกวา
รอยละ 18 โดยน้ําหนักอัตรามีเทนออกซิเดชันไมมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเชนเดียวกับ Whalen et al. 
(1990) ที่พบวาความชื้นที่เหมาะสมตอปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน คือ รอยละ 11 โดยน้ําหนัก และ
งานวิจัยของ Chiemchaisri (2000) พบวาความชื้นรอยละ 15 โดยน้ําหนักเหมาะสมตอการ
เกิดปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันมากที่สุด เทากับ 2.36 นาโนกรัมมีเทนตอชั่วโมงตอกรัมดินแหงแต
เมื่อเพิ่มความชื้นเปนรอยละ 30 โดยน้ําหนักอัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนลดลงเหลือ 1.6 
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นาโนกรัมมีเทนตอชั่วโมงตอกรัมดินแหง เนื่องจากกาซสามารถแพรผานเขาสูชองวางดินไดนอย 
และที่ความชื้นบรรจุต่ําๆ อัตราการออกซิเดชันของกาซมีเทนลดลงเหลือ 0.84 นาโนกรัมมีเทนตอ
ชั่วโมงตอกรัมดินแหง 

             Boechx and Cleemput  (1996) ไดศึกษาผลของปริมาณน้ําในดินที่มีตออัตราการ
เกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับของหลุมฝงกลบมูลฝอยจริง พบวาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันเกิดขึ้นไดดีในชวงความชื้นระหวางรอยละ 10 - 30 และมีคาสูงสุดที่ความชื้นรอยละ 15  
ในขณะที่ Visvanathan et al. (1999) ทําการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันของ
คอลัมนดินพบวาความชื้นที่ใหคาอัตรามีเทนออกซิเดชันสูงสุดที่รอยละ  10  

5)  อุณหภูมิ

                อุณหภูมิมีผลโดยตรงตอกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลลของจุลินทรียและ
เกี่ยวของกับลักษณะทางกายภาพและเคมี กลาวคือ ศักยภาพในการเกิดปฏิริยารีดอกซ การ
เคลื่อนยายและแพรกระจายของของเหลวภายในมวลดิน อัตราการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิมี
ความสําคัญตอความสามารถในการดํารงชีพของจุลินทรีย

                   Chiemchaisri (2000) พบวาชวงอุณหภูมิ 31–36 องศาเซลเซียสเหมาะสมตอ
ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันแตถาอุณหภูมิสูงกวา 36 องศาเซลเซียส อัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนมี
แนวโนมลดลงและมีคาเกือบเปนศูนยที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในขณะที่ Nesbit (1992) พบวา
อัตรามีเทนออกซิเดชันมีคาสูงสุดในชวง 20-30 องศาเซลเซียส แตที่ระดับอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส อัตราออกซิเดชันของกาซมีเทนลดลงเหลือรอยละ 10–12 ของอัตราออกซิเดชันของกาซ
มีเทนสูงสุดและชวงอุณหภูมิ 4 และ 50 องศาเซลเซียส ไมเกิดปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันเชนเดียวกับ 
Pascal and Cleemput (1996) ซึ่งพบวาชวงอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียสเหมาะสมตอการ
ออกซิเดชันของกาซมีเทนและพลังงานจากกระบวนการออกซิเดชันของกาซมีเทนเทากับ 56.5 กิโล
จูลตอเคลวินตอโมล
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6)  อันตรกิริยาทางเคมี  (Chemical Interaction)  ในสารละลายดิน

                 อันตรกิริยาทางเคมี (Chemical Interaction) ในสารละลายดินมีความเกี่ยวของกับ
ความแรง (strength) องคประกอบของไอออน ความเปนกรดดางและศักยภาพการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันรีดักชัน โดยทั่วไปสารอาหารที่จําเปนสําหรับจุลินทรียจะพบมากในรูปของแคทไอออน
และแอนไอออนซึ่งสัมพันธโดยตรงกับอันตรกิริยาทางเคมีในมวลของดินและเซลล ความแรงของ
ไอออนสวนใหญเปนผลรวมของแคทไอออนชนิดโมโนและไดวาเลนท (K+, Na+, Ca2+, Mg2+, Fe2+)  
และ  H+ (H3O

+) โดยมีความสําคัญในการดูดซับและการรวมตัวของเซลล อนุภาค ไวรัส ดินเหนียว
คอลลอยดและฮิวมิก

                  โดยปกติความเปนกรดดางของดินอยูระหวาง 4  -  8.5 ในดินชั้นบนจะเปนกรด
มากกวาดินชั้นลางและในดินที่มีความชื้นจะเปนมากกวาดินที่แหง สวนใหญดินที่มีคาความเปน
กรดดาง 5.5 หรือต่ํากวาก็จะมีการเจริญของเห็ดและรามากกวาแบคทีเรีย ในขณะที่ความเปนกรด
ดางเปนกลางหรือเบสออน (6–8) จะพบแบคทีเรียและแอคติโนไมเนสเนื่องจากเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียสามารถเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางประมาณ 6-8  (Whittenbury  et  al., 1970) และ
ดินเหนียวมีความเปนกรด สวนดินทรายคอนขางเปนเบสออน สวนดินรวนจะมีความเปนกลาง
ดังนั้นดินรวนและดินทรายจึงมีความเหมาะสมสําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดังรายงานการ
วิจัยของ USEPA (1991) พบวาดินประเภทดินรวนที่มีความเปนกรดดางประมาณ 6.5-7.5 มีความ
เหมาะสมตอการเจริญของพืชและเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟ
 

7)  โครงสรางของดิน

                  ดินเปนที่อยูอาศัยของจุลินทรียและมีความเกี่ยวของกับกิจกรรมและกระบวนการ
เมทาบอลิซึมที่เกิดขึ้นภายในดิน โดยดินสามารถแบงตามโครงสรางหรือสัดสวนของอนุภาคได 3  
กลุม คือ ดินทราย ดินรวนและดินเหนียว โดยดินทรายมีขนาดอนุภาคระหวาง 0.2 - 2.0  มิลลิเมตร  
ดินรวนมีขนาดอนุภาคระหวาง 0.02-0.20 มิลลิมตร และดินเหนียวมีขนาดอนุภาคนอยกวา 0.02  
มิลลิเมตร  (สมศักดิ์, 2528)
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เนื้อดินแบงออกเปน  3  ประเภท  ดังนี้

1)  ดินเนื้อหยาบ คือ ดินที่มีอนุภาคของทรายเปนสวนประกอบมากกวารอยละ 70

2)  ดินเนื้อละเอียด คือ ดินที่มีดินเหนียวเปนสวนประกอบมากกวารอยละ 35-40

3)  ดินรวน คือ ดินที่มีอนุภาคดินทรายเปนสวนประกอบนอยกวารอยละ 70 และมี
ดินเหนียวเปนสวนประกอบนอยกวารอยละ 35 - 40

   ในดินที่เปนดินเหนียวและมีสารอินทรียเปนองคประกอบอยูนอยมีคุณสมบัติทาง
ฟสิกส เคมีที่เหมาะสมตอกระบวนการทํางานของจุลินทรีย นอกจากนี้การจัดเรียงตัวและการเกาะ
กันระหวางเม็ดดินตลอดจนชองวางในดินมีผลตอการเคลื่อนที่ของน้ําและกาซในดินซึ่งมีผลตอ
กระบวนการทํางานของจุลินทรีย (Metting, 1993) หากดินมีลักษณะที่พรุนขึ้นการแพรผานของ
อากาศจากชั้นบรรยากาศลงสูผิวดินดีขึ้นโดยจะเปนผลดีตอปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน

                จากการวิจัยของ USEPA (1991) พบวาดินประเภทดินรวนที่มีปริมาณสารอาหาร
เพียงพอเปนดินที่มีความเหมาะสมตอการปลูกพืชคลุมดินและระบบดินกลบทับชั้นบนควรใชดิน
ประเภทดินรวนมากกวาดินเหนียวที่มีความหนาแนนประมาณ 1450 – 1500 กิโลกรัมตอตารางเมตร  
เพราะจะชวยใหกระบวนการมีเทนออกซิเดชันเกิดขึ้นไดดี (Pokhrel , 1998 ; Chiemchaisri, 2000) 
และชนิดของดินที่มีความเหมาะสมสําหรับใชในการออกแบบเปนดินกลบทับบริเวณหลุมฝงกลบ
มูลฝอย คือ ดินทรายหรือดินรวนที่ระดับความลึก 40 เซนติเมตรหรือต่ํากวา (Chiemchaisri, 2000)

8)  เอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด  (EPS)  ของเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย  

เอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรดหรืออีพีเอส (Extracellular Polysaccharide, EPS)  
เปนโพลีเมอรของคารโบไฮเดรตซึ่งจะเกิดขึ้นและปลดปลอยออกมาในรูปอิสระภายนอกผนังเซลล
ของจุลินทรีย โพลีแซคคาไรดของแบคทีเรียโดยปกติจะอยูในรูปของแคปซูล เมือกหรือของเหลว
เหนียวที่มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา
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อีพีเอสสงผลตอสมบัติทางกายภาพของดิน เชน การเกาะกันของอนุภาคดิน ถามี
การสะสมของอีพีเอสในดินมากขึ้นจะทําใหอนุภาคดินเกาะกันมากขึ้นทําใหออกซิเจนแพรผานลง
ไปในชั้นดินไดนอย (Miller and Donahue, 1995; Atlas and Bartha, 1992)

การศึกษาชั้นดินกลบทับในหลุมฝงกลบมูลฝอยจริงของ Hilger et al. (1999) พบวา
การสะสมของอีพีเอสระหวางกระบวนการมีเทนออกซิเดชันจะเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหอัตรามีเทน
ออกซิเดชันลดลง

 
ปจจัยที่ควบคุมการผลิตอีพีเอสในดินที่ เกิดมีเทนออกซิเดชัน ไดแก อุณหภูมิ  

ปริมาณความชื้นและสัดสวนของกาซออกซิเจนตอกาซมีเทน การผลิตอีพีเอสมักพบในดินที่มี
ปริมาณความชื้นรอยละ 5-33 อยางไรก็ตามการแปรคาอุณหภูมิระหวาง 20-45 oซ ไมมีผลอยางมี
นัยสําคัญตอการผลิตอีพีเอสและการเพิ่มสัดสวนของกาซออกซิเจนตอกาซมีเทนจะมีผลใหการผลิต
อีพีเอสเพิ่มสูงตามไปดวย (Chiemchaisri et al., 2001)

9)  สารอินทรียในดิน

  สารอินทรียจะชวยทําใหสภาวะแวดลอมของดินมีความเหมาะสมตอการเจริญของ
จุลินทรียในรูปของแหลงอาหารเนื่องจากสัดสวนของสารอินทรียในดินมีปริมาณของคารบอนและ
ไนโตรเจนมากซึ่งเปนแหลงที่สําคัญในการสะสมอาหารในดิน  สารอินทรียในดินสวนใหญพบใน
รูปของฮิวมัส ทั้งยังชวยสงเสริมกระบวนการทํางานของจุลินทรียโดยใชเปนแหลงพลังงาน 
นอกจากนี้ถาปริมาณสารอินทรียในดินสูงมากเกินไปจะเกิดผลในทางตรงขาม คือ มีผลตอการแพร
ของกาซสูชองวางของอนุภาคดินนอยลง เนื่องจากการเกาะกันแนนของอนุภาคดิน (Glinski and 
Stepniewski ,1986)

          จากการศึกษา Borjesson and Svensson (1997) ซึ่งทําการศึกษาในสวีเดนพบวาเมื่อ
เพิ่มปริมาณสารอินทรียในชั้นดินกลบทับ (สัดสวน C / N สูง) สงผลใหอัตราออกซิเดชันกาซมีเทน
มีคาเพิ่มขึ้นดวย
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10)  ธาตุอาหารในดิน

       โดยปกติธาตุอาหารเปนปจจัยสําคัญตอสิ่งมีชีวิตทุกชนิด อยางไรก็ตามสิ่งมีชีวติแต
ละชนิดจะตอบสนองตอสารอาหารแตกตางกัน เพราะมีความตองการธาตุอาหารตางชนิดกัน  
แบคทีเรียบางชนิดสามารถใชธาตุอาหารเปนแหลงอาหารหลัก เชน แอมโมเนียม ไนไตรตและ
ไนเตรทเปนแหลงอาหารสําหรับแบคทีเรียจําพวกไนตริไฟอิงและดีไนตริไฟอิง ดินมีองคประกอบ
ของสารอินทรียคารบอน สารอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนและแบคทีเรียสามารถใชแหลง
ไนโตรเจนในรูปของไนเตรทและฟอสฟอรัสในรูปของฟอสเฟต

ปริมาณธาตุอาหารมีผลตอกระบวนการออกซิเดชันของกาซมีเทนในดินโดย  
Rosvlev  et  al. (1997) รายงานวาปริมาณแอมโมเนียมีผลตอกระบวนการออกซิเดชันของกาซมีเทน
ในดิน โดยที่สภาวะความเขมขนของแอมโมเนีย 0.1-1.0 โมลตอกรัมดินแหง พบวาอัตรา
ออกซิเดชันกาซมีเทนมีคาลดลงประมาณรอยละ 85 – 99

จากการศึกษาของ Boechx and Cleemput (1996) พบวาการเพิ่มความเขมขนของ
แอมโมเนียในดินจาก 4 เปน 104 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดินแหงสงผลใหอัตราการออกซิเดชันกาซ
มีเทนในชั้นดินมีแนวโนมลดลง ในขณะที่การเพิ่มความเขมขนไนเตรทจาก 2.5 - 100 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมดินแหงพบวาไมมีผลตอปฏิกิริยาออกซิเดชันดังแสดงในตารางที่  5  

11)  จุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน

นอกจากจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟแลวยังพบจุลินทรียกลุมอื่นๆที่อาศัยอยูในดิน
และใชออกซิเจนเชนเดียวกับเมทาโนโทรฟทําใหประสิทธิภาพการทํางานของเมทาโนโทรฟลดลง
และทําใหอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันต่ําลงโดยจุลินทรียกลุมดังกลาว ไดแก โปรโตซัวกลุม
Actinomycetes กลุม Chemoautotroph (Nitrosomonas, Nitrobacter, Carboxydomonas) และกลุม 
Heterotrophs (Azotobacter, Arthrobacter, Azotomonas)
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ตารางที่  5  ผลของแอมโมเนียมและไนเตรทอิออนตออัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
      
แอมโมเนียมอิออน                     ไนเตรทอิออน

        
     ความเขมขน              อัตราการเกิดมีเทน                  ความเขมขน         อัตราการเกิดมีเทน

ออกซิเดชัน  ออกซิเดชัน
( mg / kg ดินแหง )       ( ng CH4 / g . h )                 ( mg / kg ดินแหง )      ( 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) พบวาการปลูกพืชคลุมหนาดินจะกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
สภาพทางฟสิกสของดินโดยรากของพืชจะชอนไชลงไปในดินทําใหการกระจายตัวของอากาศลงสู
ดินดีขึ้นซึ่งเหมาะสําหรับการเกิดปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน

Schutz et al. (1999) พบวามีเทนสามารถถูกลําเลียงในตนพืช โดย Aerenchyma of 
Vascular โดยอาศัยการเคลื่อนที่ของโมเลกุลกาซเนื่องจากผลของความแตกตางระหวางความดัน
และสําหรับผิวดินที่บริเวณรากพืชมีลักษณะกึ่งไรอากาศ (Anoxic) พืชอาจมีการดึงกาซมีเทนเขาสู
ตนพืชทางราก  

Maurice and Lagerkvist (1998)  พบวาพืชสามารถดึงคารบอนไดออกไซดไปใช
ในกระบวนการสังเคราะหแสงซึ่งผลที่ไดคือ ออกซิเจน โดยกาซดังกลาวเปนสารตั้งตนสําหรับ
ปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน ปฏิกิริยาสังเคราะหแสงจะเกิดมากบริเวณสวนของพืชที่มีคลอโรพลาสต
โดยรอยละ 90 ปฏิกิริยาสังเคราะหแสงจะเกิดขึ้นที่ใบพืช ในขณะที่กระบวนการหายใจของพืชเปน
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กระบวนการออกซิเดชันคารโบไฮเดรตเกิดขึ้นที่ไมโตคอนเดรียของพืชจะมีการใชออกซิเจน
บางสวนในดินโดยอาจมีการดึงกาซดังกลาวผานทางรากพืชสงผลใหมีปริมาณออกซิเจนในดิน
ลดลงเปนผลกระทบตอการดึงออกซิเจนไปใชในปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน เชนเดียวกับ Glinski 
and Stepnieaski (1986) ซึ่งไดอธิบายวากระบวนการหายใจของพืชสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของ
กาซในชั้นดินที่มีการปลูกพืช  โดยพืชจะมีการนําออกซิเจนจากดินไปใชในกระบวนการหายใจ  
โดยมีอัตราการใชออกซิเจน 0.15 - 0.52 ลูกบาศกเซนติเมตรตอกิโลกรัมตอชั่วโมง สําหรับดินรวน
ปนทรายและใหกาซคารบอนไดออกไซดออกมาในอัตรา 0.14 - 1.63 ลูกบาศกเซนติเมตรตอ
กิโลกรัมตอชั่วโมงในดินชนิดเดียวกันและหากพบวาความพรุนในดินต่ํา (นอยกวา 0.2) อัตราการ
หายใจของพืชจะลดลง

6.  แบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟ

เมทิลโลโทรฟแบคทีเรีย (Methylotroph  bacteria) คือ กลุมของแบคทีเรียที่ใชอากาศในการ
เจริญและสามารถดึงสารประกอบที่มีคารบอนเปนองคประกอบอยู 1 อะตอมมาใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงานในกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล โดยสารประกอบที่มีคารบอนเปน
องคประกอบอยู 1 อะตอมนั้น ไดแก มีเทน (CH4), เมทานอล (CH3OH), เมทิลเลทเอมีน, ฮาโลมีเทน
และสารประกอบเมทิลที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบ เปนตน ดังนั้นเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย 
(Methanotroph bacteria) จึงเปนสมาชิกของเมทิลโลโทรฟแบคทีเรียเนื่องจากเชื้อเมทาโนโทรฟใช
คารบอนอะตอมจากกาซมีเทนเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ (Anthony, 1982, 1986,
1991)

6.1  การจําแนกสายพันธุเชื้อเมทาโนโทรฟ

ในการจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟนั้นไดมีการจําแนกเชื้อดังกลาวโดยอาศัยเกณฑในการ
จําแนกหลายรูปแบบดวยกัน กลาวคือ การจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางกายภาพและชีวเคมี การ
จําแนกโดยอาศัยรหัสทางพันธุกรรม โดยการจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีนั้น
เปนการจําแนกที่นิยมใชมาแตเดิมเนื่องจากแบคทีเรียแตละชนิดมีลักษณะเฉพาะของโคโลนี (การ
เจริญของเชื้อจุลินทรียบนอาหารแข็ง) ที่สามารถจําแนกไดดวยตาและปฏิกิริยาทางชีววิทยาแตตอง
ใชเวลานานในการวิเคราะหและไมเหมาะกับการจําแนกเชื้อที่อยูรวมกันในสิ่งแวดลอมเนื่องจากมี
ขอจํากัดของสารอาหารที่ไมสามารถเตรียมไดเหมือนธรรมชาติไดทั้งหมด ดังนั้นในปจจุบันจึงนิยม
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ใชรหัสทางพันธุกรรมในการจําแนกเนื่องจากยีนที่ใชในการจําแนกนั้นมีความจําเพาะในแตละสาย
พันธุและสามารถบอกไดถึงความใกลชิดของแตละสายพันธุทั้งยังใชเวลาในการวิเคราะหไมนาน
และเหมาะกับการตรวจหาเชื้อที่อาศัยในสิ่งแวดลอมโดยวิธีการในการวิเคราะหโดยอาศัยรหัสทาง
พันธุกรรมนี้ในปจจุบันมีหลายวิธีดวยกัน คือ วิธีการฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันหรือฟช 
(Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) และวิธีการโพลีเมอเรสเชนรีแอกชันหรือพีซีอาร 
(Polymerase Chain Reaction, PCR)

1)  การจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟทางกายภาพและชีวเคมี

      เมทาโนโทรฟเปนแบคทีเรียที่ใชคารบอนอะตอมจากกาซมีเทนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานในการเจริญซึ่งคนพบโดย Whittenbury et al. (1970, 1984) ซึ่งจําแนกเมทาโนโทรฟไดกวา 
100 ชนิดโดยอาศัยลักษณะรูปรางของเซลล (Cell Morphology) รูปแบบของระยะพัก (Resting 
stages formed) ลักษณะโครงสรางของเยื่อหุมไซโตพลาสมิด (Fine structure intracytoplamic 
membrane) และลักษณะภายนอกทั่วไป (Physiological Characteristics) โดยสามารถแบงเชื้อเมทา
โนโทรฟดังกลาวออกเปน 2 ชนิดดวยกัน คือ เมทาโทรฟชนิดที่ 1 ซึ่งมีลักษณะรูปรางเปนแทงหรือ
รูปรางเปนทรงกลม ไมสามารถเจริญในที่ที่มีอุณหภูมิสูงได (ประมาณ 45oซ) ลักษณะของเยื่อหุมไซ
โตพลาสมิดมีลักษณะเรียงเปนแผนซอนกันคลายแผนจานภายในเซลล มีรูปแบบของระยะพักอยูใน
รูปของซิสท (cyst) ไดแก สายพันธุ Methylomonas spp.และ  Methylobacter spp. ในขณะที่เชื้อเมทา
โนโทรฟชนิดที่ 2 มีลักษณะรูปรางเปนแทงและในบางชนิดมีรูปรางเปนวงรี  ไมสามารถเจริญในที่
ที่มีอุณหภูมิสูงได (ประมาณ 45oซ)  ลักษณะของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดมีลักษณะเปนเยื่อหุม 2 ชั้น
ขนานไปกับผนังเซลล รูปแบบของระยะพักอยูในรูปของซิสท (cyst) และสปอร (Exospores) ไดแก 
สายพันธุ Methylosinus., Methylocystis spp. ตอมาไดมีการศึกษาโดยนักวิจัยหลายทานซึ่งไดสรุปวา
แบคทีเรียกลุมนี้จะอาศัยเอนไซมมีเทนโมโนออกซีจีเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (Methane Monooxygenase, 
MMO) เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการออกซิเดชันกาซมีเทนใหเปลี่ยนรูปเปนเมทานอลและฟอรมัล
ดีไฮนตามลําดับซึ่งฟอรมัลดีไฮนนี้เปนสารตัวกลางที่สําคัญในการนําไปใชประโยชนของเซลลและ
ผลของปฏิกิริยาขั้นสุดทาย คือ กาซคารบอนไดออกไซดดังแสดงในภาพที่ 2 โดยฟอรมัลดีไฮดซึ่ง
เซลลจะสามารถดูดซึมเขามาใชประโยชนในเซลลนั้นจะมีทางในการนําเขาสูเซลล 2 รูปแบบ
ดวยกัน คือ วิธีอารยูเอ็มพี (RumP Pathways) และวิธีซีรีน (Serine Pathways) โดยรูปแบบในการ
นําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสูเซลลนั้นทําใหสามารถจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟออกเปน 2 ชนิดดวยกัน 
คือ ชนิดที่นําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสู
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ภาพที่  2  วิถีทางในการเกิดมีเทนออกซิเดชันและการดูดซึมฟอรมัลดีไฮดของเชื้อเมทาโนโทรฟ   
ที่มา  :  Hanson and Hanson (1996)

เซลลดวยวิธีอารยูเอ็มพีจัดเปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และชนิดที่นําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสูเซลล
ดวยวิธีซีรีนจัดเปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 (Anthony, 1982, 1986, 1991; Large and Bamforth, 
1998) นอกจากนี้ยังพบเมทาโนโทรฟสายพันธุใหมคือเมทาโนโทรฟชนิดเอกซ (X) คือ 
Methlococcus capsulatus  เนื่องจากมีลักษณะบางประการรวมกันระหวางเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 
และ 2 แตมีลักษณะรูปรางโดยสวนใหญเปนทรงกลมและมักพบเปนคู (dicocci) สามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิ 45 oซ และมีลักษณะของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดเรียงเปนแผนซอนกันคลายแผนจาน 
รูปแบบของระยะพักอยูในรูปของซิสท(cyst) อาศัยกระบวนการอารยูเอ็มพีและซีรีนในการดูด
ซึมฟอรมัลดีไฮนเขาไปใชประโยชนภายในเซลลโดยสามารถสรุปลักษณะเฉพาะของเมทาโนโทรฟ
แตละชนิดดังแสดงในตารางที่  6          
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  ในปจจุบันมีการตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟในพื้นที่วิกฤต เชน ในพื้นที่ที่มีความเปน
กรด อาทิ Sphagnum peat bogs ซึ่งมีคาความเปนกรดดางประมาณ 4-4.5 สามารถตรวจพบเชื้อเมทา
โนโทรฟที่เจริญในพื้นที่ดังกลาว ไดแก Methylocella palustis  และ Methylocapsa acidiphila  โดย
ลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรียทั้งสองนั้นมีลักษณะเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีรูปราง
แบบแทงหรือวงรีคลายไขขนาด 0.6 - 1 ไมโครเมตรและขยายพันธุดวยวิธีการแบงเซลล นอกจากนี้
แบคทีเรียดังกลาวไมสามารถเคลื่อนที่ไดและเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางประมาณ 4.2-7.5  
อุณหภูมิระหวาง 4–30 oซ (อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 15–25 oซ) และเปนแบคทีเรียที่มีการดูดซึมฟอร
มัลดีไฮนเขาไปใชในกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลลดวยวิธีซีรีน (Dedysh et al., 1998a; 1998b; 
2000) ดังนั้นจึงจัด Methylocella palustis และ Methylocapsa acidiphila เปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิด
ที่ 2 ที่เจริญไดในสภาวะกรด (acidophilic methanotrophs)  

2)  การจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟโดยอาศัยรหัสทางพันธุกรรม

  ในปจจุบันไดมีการใชยีน 16s rRNA และ 5s rRNA มาใชในการจําแนกสายพันธุของ
สิ่งมีชีวิตเนื่องจากรหัสทางพันธุกรรมนี้เปนกลุมยีนที่เปนองคประกอบยอยภายในไรโบโซมของ
แบคทีเรียที่มีความจําเพาะในแตละสายพันธุและยังคงลักษณะจําเพาะของสายพันธุนั้นๆไวถึงแมวา
สิ่งมีชีวิตเหลานี้จะเกิดการกลายพันธุ โดยในการจําแนกดวยยีนดังกลาวทําใหทราบวาแบคทีเรียกลุม
เมทิลโลโทรฟและเมทาโนโทรฟจัดเปนแบคทีเรียกลุม Proteobacteria คือ แบคทีเรียที่มีเยื่อหุมเซลล
ชั้นนอก (outer membrane) ประกอบไปดวยไลโพโพลีแซคคาไลด (Lipopolyacccharide) ซึ่งมีการ
จัดเรียงตัวของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดแตกตางกันไปซึ่งมีลักษณะยีนแตกตางกันทําใหสามารถ
จําแนกเชื้อแบคทีเรียกลุมเมทิลโลโทรฟออกเปน 3 กลุมดวยกัน คือ กลุมที่เปน  Proteobacteria,  
Proteobacteria และ  Proteobacteria ดังแสดงในภาพที่ 3 โดยเมื่อพิจารณาวิธีการในการดูด
ซึมฟอรมัลดีไฮนและความสามารถในการใชมีเทนของแบคทีเรียกลุม Proteobacteria แลวพบวาเม
ทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ซึ่งอยูในตระกูลเมทิลโลคอคคาเซ (Family Methylococcaceae) จัดเปนเชื้อเม
ทาโนโทรฟในกลุม    Proteobacteria และเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 จัดเปนเมทาโนโทรฟใน
ตระกูล  Proteobacteria ดังแสดงในภาพที่ 3 โดย 16s rRNA และ 5s rRNA ที่ Bowman et al., 
1995 ใชในการศึกษานั้นดังแสดงในตารางที่ 7
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ภาพที่  3  Phylogenetic Tree ของเชื้อเมทิลโลโทรฟ เมทาโนโทรฟและแบคทีเรียชนดิอื่นที่จําแนก
ตามกลุมของ 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) ที่ใชในการจาํแนกเชื้อเมทิลโลโทรฟและ
 เมทาโนโทรฟแบคทีเรียสกุลตางๆ 

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

10

MM650
MM850
9

1034
M669
M1004
M450
M84
M705
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) ยังอาศัยกลุมยีน 16s rRNA และ 5s rRNA ใชในการ
จําแนกแบคทีเรียในตระกูลเมทิลโลคอคคาเซ (Family Methylococcaceae) เพื่อใชในการจําแนกใน
แตละสกุล (genus) ของเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1โดยพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ประกอบ
ไปดวย Methylococcus spp., Methylobacter spp., Methylomicrobium spp. และ Methylomonas spp.
ดังแสดงในภาพที่ 4  และสําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 นั้นประกอบไปดวยสกุล 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 ที่ใชในการจําแนกสกุล 
(genus) ตางๆของเชื้อเมทาโทรฟนี้ดังแสดงในตารางที่ 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  การตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟในสิ่งแวดลอม

ในงานวิจัยที่ศึกษามากอนหนานี้เกี่ยวกับเชื้อเมทาโนโทรฟพบวาสามารถตรวจพบเชื้อ
เมทาโนโทรฟแบคทีเรียในบริเวณตางๆ ไดแก พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย พื้นที่ในนาขาว ทะเลสาบ    
เปนตน โดยในงานวิจัยที่ศึกษาเมทาโนโทรฟแบคทีเรียในหนาดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
มูลฝอยจริง เชน Nozhevnikova (1993) พบวาในรัสเซียมีแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟทั้ง 2 แบบ
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แสดงดังตารางที่ 8 โดยเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มักพบในสภาพอากาศหนาวเย็น สวนงานวิจัยที่
ศึกษาแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟในหนาดินกลบทับจําลอง เชน เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 
สามารถเจริญไดดีในบริเวณดานบนของคอลัมนดิน ซึ่งเปนบริเวณที่มีความเขมขนของกาซมีเทนต่ํา
ในขณะที่เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 นั้นสามารถเจริญไดดีในบริเวณดานลางของคอลัมนดินซึ่งเปน
บริเวณที่มีความเขมขนกาซมีเทนสูงและมีความเขมขนของออกซิเจนต่ําแตอยางไรอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนั้นจะมีคาลดลงตามระดับความลึกเนื่องดวยขอจํากัด
ทางดานปริมาณออกซิเจน (Hanson and Hanson, 1996)  

ตารางที่  8  แบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟที่พบในหนาดินกลบทับของหลุมฝงกลบมูลฝอยรัสเซีย

สปชีส
ชนิดแบคทีเรีย                 
Methanotrophs

ความถี่ที่พบใน
การสุมตัวอยาง

(รอยละ)

ความสามารถในการเจริญ เติบโตที่
6 oC  (นับจํานวนเซลลโดยใชกลอง

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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ในการศึกษาในพื้นที่ที่มีความเปนกรดตรวจพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 สามารถ
เจริญไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 สายพันธุ Methylocella 
palustris  และ  Methylocapsa acidiphila ซึ่งเปนแบคทีเรียที่เจริญในพื้นที่ที่มีความเปนกรดโดย
เมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 นี้สามารถเจริญไดที่คาความเปนกรดดางระหวาง 5.5-6.7 (Dedysh et al., 
1998a) นอกจากนี้ในการศึกษาของ Dunfield et al., 1993  ยังพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
ในพื้นที่ที่เปนกรดนั้นสามารถเกิดไดดีที่ความเปนกรดดางประมาณ 6-7 โดยในการศึกษาปริมาณ
เชื้อเมทาโนโทรฟโดยวิธีฟชในพื้นที่ที่มีความเปนกรดระหวาง 4-4.5 สามารถตรวจพบเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟชนิดตางๆดังแสดงในตารางที่  9

ตารางที่ 9 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟที่ตรวจพบในพื้นที่ที่มคีวามเปนกรดโดยวิธีฟช 

จํานวนเซลลที่ตรวจพบในโพรปตางๆ (x104 เซลลตอกรัมดินเปยก)

พื้นที่ที่ทําการศึกษา
M450 Mcyst-1432 Mcaps-1032 Mcell-1026 M84+M705

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. ฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน

เทคนิคการทําฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันหรือฟช (Fluorescent In Situ
Hybridization, FISH) นั้นเปนวิธีการในการตรวจหาชนิดของจุลินทรียที่ไดรับความนิยมและยังมี
ความแมนยําจําเพาะตอจุลินทรียนั้นๆโดยการใชโพรป (probe)  ซึ่งโพรปที่ใชนี้คือลําดับของเบสใน
สายนิวคลีโอไทดของเชื้อจุลินทรียซึ่งมีความจําเพาะตอเชื้อจุลินทรียที่ทําการศึกษาดังกลาวโดย
โพรปนี้จะทําการติดฉลากดวยสารเรืองแสงที่สามารถคายพลังงานออกมาในรูปของแสงเมื่อดูดซึม
หรือกระทบเขากับพลังงานสูง เชน แสงอุลตราไวโอเลต เพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อดังกลาวในเชิง
ปริมาณของเชื้อดังกลาว  
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การใชโพรปติดฉลากเขาจับกับกรดนิวคลิอิกภายในเซลล เกิดขึ้นครั้งแรกเมื่อป 1969 โดย 
Gall  และ John ไดใชโพรปที่ติดฉลากดวยสารรังสี (Gall et al., 1969) ตอมาป 1980 Bauman ได
พัฒนาการติดฉลากดวยสารเรืองแสงแทนการใชสารรังสีเมื่อเปรียบเทียบกันระหวางสารรังสีและ
สารปลอดรังสีที่สามารถเรืองแสงแลว สารเรืองแสงจะชวยใหทํางานไดสะดวก รวดเร็วและมีความ
ปลอดภัยมากยิ่งขึ้น สัญญาณมีความคมชัดมากขึ้นและมีความคงตัวมากกวา (Bauman et al., 1980)  
ในปลายป คศ.1980 ไดมีการใชโพรปหลายประเภทติดฉลากเรืองแสงแตที่นิยมในงานฟชเปน
โพรปที่ติดฉลากดวยไบโอติน (biotin) หรือไดออกซิจินิน (digoxigenin) แลวใชอะวีดิน (avidin)
หรือแอนติไดออกซิจินิน (anti-digoxigenin) มาเชื่อมตอกับสารเรืองแสงหรือโรดามีน (rhodamine)
เขาจับอีกชั้นหนึ่งเมื่อโพรปที่ติดสารเรืองแสงเขาสรางพันธะกับกรดนิวคลิอิกเปาหมายแลวสามารถ
ตรวจหาสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดภายในกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรสเซนต  

สําหรับการทําอินซิตูไฮบริไดเซชันนั้นสามารถทําไดโดยที่กรดนิวคลิอิกจะไมถูกแยกสกัด
ออกมาจากตัวอยางตรวจโดยจะถูกรักษาใหอยูในสภาพเดิมของมันใหมากที่สุดและนํามาปะติดบน
สไลด  ในขั้นตอนของการทําไฮบริไดเซชันจะทําบนแผนสไลดซ่ึงปฏิกิริยาไฮบริไดเซชันจะเกิดขึ้น
ภายในเซลลหรือเนื้อเยื่อจึงทําใหทราบวาในตัวอยางดังกลาวมีกรดนิวคลิอิกเปาหมายหรือไมพรอม
ทั้งยังสามารถระบุตําแหนงที่อยูของกรดนิวคลิอิกอีกดวยหลังจากนั้นจึงนําตัวอยางที่ตองการตรวจ
มาทําการลาง (washing) แลวสามารถตรวจหาสัญญาณดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงฟลูออเรส
เซนตไดทันทีดังแสดงในภาพที่  6  

แตในปจจุบันการตรวจหาสัญญาณฟลูออเรสเซนตจากโพรปที่ไดรับการติดฉลากดวยสาร
เรืองแสงโดยตรง ไมเปนปญหาอีกตอไปเนื่องจากมีอุปกรณการตรวจจับสัญญาณแสงที่มีความไว
สูง เชน cooled CCD cameras ที่ตอเขากับคอมพิวเตอรประสิทธิภาพสูงเพื่อชวยในการขยาย
สัญญาณและประมวลผล การใชโพรปติดฉลากสารเรืองแสงโดยตรงมีขอที่ควรระวัง คือ แสง
อาจจะออนหรือจางลงในชวงการทําไฮบริไดเซชัน (hybridization) จึงควรหลีกเลี่ยงไมใหกระทบ
กับแสงสวางมากเกินไป

สําหรับโพรปที่ใชในการตรวจหาเชื้อเมทาโนโทรฟที่ใชในงานวิจัยครั้งนี้นั้นเปนโพรปที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1 (Methylomonas spp., Methylobacter spp., 
Methylococcus spp., Methylomicrobium spp.) และชนิดที่ 2 (Methylosinus spp.และ Methylocystis 
spp.) นอกจากนี้ยังมีเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2  อีกบางสวนที่ไมสามารถตรวจพบไดดวยโพรป 
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     Fixation                             Sample Preparation                                     Hybridization

                                                                                                
                                                         

              DAPI  Straining

                                                                                                              
                                                Washing                              Observe  with Fluorescent Microscope      

ภาพที่  6  เทคนิคการทําฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชนั     

ดังกลาว  คือ Methylocella spp. และ Methylocapsa spp.ดังนั้นจึงตองใชโพรป  Mcell-1026, 
Mcaps-1032  ในการตรวจหาปริมาณเชื้อดังกลาวตามลําดบั นอกจากนี้ยังทําการศึกษาแบคทีเรีย
ชนิดไนตริไฟอิงซ่ึงเปนแบคทีเรียที่สามารถเปลี่ยนรูปแอมโมเนียไนโตรเจนใหกลายเปนไนไตรต
และไนเตรทซึ่งก็คือ Nitrosomonas  spp. และ Nitrobacter spp. ตามลําดับ โดยรายละเอียดของ
โพรปที่ใชนั้นดังแสดงในตารางที่  10
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8.   ขอมูลทั่วไปของพื้นทีท่ี่ทําการศึกษา

8.1  ขอมูลทั่วไปของจังหวดัปทุมธานี

ปทุมธานีเปนจังหวัดในภาคกลางของประเทศไทยพื้นที่สวนใหญของจังหวัดเปนที่
ราบลุมริมสองฝงแมน้ําโดยมีแมน้ําเจาพระยาไหลผานใจกลางจังหวัดในเขตอําเภอเมืองปทุมธานี
และอําเภอสามโคก  ทําใหพื้นที่ของจังหวัดปทุมธานีถูกแบงออกเปน 2 สวน คือ ฝงตะวันตกของ
จังหวัดหรือบนฝงขวาของแมน้ําเจาพระยา ไดแก พื้นที่ในเขตอําเภอลาดหลุมแกวกับพื้นที่บางสวน
ของอําเภอเมืองและอําเภอสามโคก กับฝงตะวันออกของจังหวัดหรือบนฝงซายของแมน้ําเจาพระยา 
ไดแก พื้นที่อําเภอเมืองบางสวน อําเภอธัญบุรี อําเภอคลองหลวง อําเภอหนองเสือ อําเภอลําลูกกา
และบางสวนของอําเภอสามโคก

โดยปกติระดับน้ําในแมน้ําเจาพระยาในฤดูฝนจะเพิ่มสูงขึ้นเฉลี่ยประมาณ 50 
เซนติเมตร ซึ่งทําใหเกิดภาวะน้ําทวมในบริเวณพื้นที่ราบริมฝงแมน้ําเจาพระยาเปนบริเวณกวางและ
กอใหเกิดปญหาอุทกภัยในพื้นที่ฝงขวาของแมน้ําเจาพระยาสําหรับพื้นที่ทางฝงซายของแมน้ํา
เจาพระยานั้นเนื่องจากประกอบดวยคลองซอยเปนคลองชลประทานจํานวนมากจึงสามารถควบคุม
ปริมาณน้ําไดทําใหปญหาเกี่ยวกับอุทกภัยในบริเวณดังกลาวมีนอยกวา

จังหวัดปทุมธานีอยูหางจากกรุงเทพประมาณ 46 กิโลเมตร และมีพื้นที่ทั้งหมด
ประมาณ 1,565.856 ตารางกิโลเมตร เเบงเขตการปกครองออกเปน 7 อําเภอ คือ อําเภอเมือง
ปทุมธานี อําเภอสามโคก อําเภอลาดหลุมเเกว อําเภอธัญบุรี อําเภอหนองเสือ อําเภอคลองหลวงและ
อําเภอลําลูกกา  โดยจํานวนประชากรของทั้งจังหวัดประมาณ 731,711 คน (ที่ทําการปกครอง
จังหวัดปทุมธาน,ี 2547)

8.2  ปริมาณมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานี

เทศบาลเมืองปทุมธานี ตั้งอยูในเขตอําเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี มีพื้นที่ 38.90 ตาราง
กิโลเมตร มีจํานวนประชากรทั้งสิ้น 18 ,916 คน จํานวนครัวเรือน 5,324 ครอบครัว ภายในเขต
เทศบาลฯ มีปริมาณขยะมูลฝอยเกิดขึ้นเฉลี่ยประมาณวันละ 34.05 ตัน สําหรับอัตราการเกิดขยะมูล
ฝอยของเทศบาลเมืองปทุมธานีมีอัตราเทากับ 1.80 กิโลกรัมตอคนตอวัน การจัดการขยะมูลฝอยที่
เกิดขึ้นในปจจุบันกําจัดโดยการฝงกลบอยางถูกสุขลักษณะ บริเวณสถานที่กําจัดขยะมูลฝอยของ
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เทศบาลเมืองปทุมธานี ตั้งอยูหมู 4  ตําบลบอเงินอ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี (กรมควบคุมมลพิษ,  
2546)

8.3  ลักษณะสมบัติของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานี

สําหรับการวิเคราะหองคประกอบของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานีพบวา
องคประกอบของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานีมีปริมาณของเศษอาหาร เศษกระดาษ 
พลาสติก เศษแกว อลูมิเนียม เหล็กไม ยาง เศษผา หนัง ถานไฟฉาย แบตเตอรรี่โทรศัพท หลอด
ไฟฟาและอื่นๆดังแสดงในตารางที่ 11 และเมื่อนําเอามูลฝอยดังกลาวทําการวิเคราะหองคประกอบ
ทางเคมีพบวามีปริมาณความชื้นเทากับ (MC%) เทากับรอยละ 54.73 ปริมาณของแข็งรวมทั้งหมด 
(TS%) เทากับรอยละ 45.27 ปริมาณของของแข็งระเหยทั้งหมด (VS%) เทากับรอยละ 89.51  
ปริมาณคารบอนทั้งหมด (C%) เทากับรอยละ 49.73 ปริมาณไฮโดรเจนทั้งหมด (H%) เทากับรอยละ 
5.59 ปริมาณออกซิเจนทั้งหมด (O%) เทากับรอยละ 33.63  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (N%) เทากับ
รอยละ 0.27 ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด (P%) เทากับรอยละ 0.28 ปริมาณซัลเฟอร (S%) เทากับรอย
ละ 0.001 และปริมาณความรอน (Heat of combustion ) มีคาเทากับ 4,589.99 แคลอรี่ตอกรัม (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2546)

ตารางที่  11  องคประกอบของมูลฝอยในเขตเทศบาลเมืองปทุมธานี

องคประกอบ ปริมาณ ( %) องคประกอบ ปริมาณ( % )

เศษอาหาร
เศษกระดาษ
พลาสติก
เศษแกว
อลูมิเนียม
เหล็ก
ไม

63.36
2.57
24.25
1.09
0.62
1.06
0.34

ยาง
เศษผา
หนัง
ถานไฟฉาย , แบตเตอรรี่
หลอดไฟฟา
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. ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี

 สถานกําจัดมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี เปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยแบบถูก
สุขลักษณะตั้งอยูบริเวณหมู 4  ตําบลบอเงิน อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี โดยรองรับปริมาณมูลฝอย
ที่เกิดขึ้นในพื้นที่เขตเทศบาลตางๆในจังหวัดปทุมธานีโดยพื้นที่ที่ทําการศึกษานั้นเปนพื้นที่ฝงกลบ
มูลฝอยที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ปและปดการใชงานไปแลวตั้งแตป พ.ศ. 2546 พื้นที่ฝงกลบมูล
ฝอยดังกลาวเปนแบบถมที่เนื่องจากเปนบริเวณที่มีระดับน้ําใตดินสูงโดยดินที่นํามาใชในพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอยดังกลาวเปนดินในพื้นที่ดังกลาว โดยจากการสํารวจของสํานักสํารวจดินและวาง
แผนการใชที่ดินพบวาดินมีลักษณะเปนดินเหนียวจัด สภาพดินเปนกรดปานกลางถึงเปนกรดจดัมคีา
ความเปนกรดดางประมาณ 4-6  และเรียกกลุมดินดังกลาววาชุดดินรังสิต  โดยบริเวณดานบนซึ่งมี
ความลึกประมาณ 0-50 เซนติเมตรจะมีลักษณะเนื้อดินเปนดินเหนียวสีดําหรือสีเทาเขมและมีจุดสี
ประเปนสีน้ําตาลปนเหลือง ปฏิกิริยาดินเปนกรดจัดมากถึงกรดจัด (pH 4.0–5.0) และมักมีรอย
แตกระแหงที่ผิวหนาดินในฤดูแลง สวนดินตอนลางซึ่งเปนดินที่มีความลึกตั้งแต 100 เซนติเมตรลง
ไปจะมีสีน้ําตาลปนเทาหรือน้ําตาลปนเทาเขมมีจุดสีประเปนสีแดงหรือสีแดงปนเหลือง สําหรับดิน
ตอนลางมีลักษณะเปนดินเหนียวหรือดินเลนและมีปฏิกิริยาเปนกรดจัดมาก (pH < 4.0) ดังแสดงใน
ภาพที่ 7 (สถิระ, 2542)

ภาพที่  7   ลักษณะของชุดดินรังสิตที่ใชในการกลบทับพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษา
ที่มา  :  สถิระ  (2542)
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อุปกรณและวิธีการ

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

อุปกรณ

1.  ตัวอยางดินสําหรับการทดลอง

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

           

จุดเก็บที่  5

                       
        

จุดเก็บที่  4 จุดเก็บที่  3

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

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

สภาวะที่ใชในการวิเคราะหกาซ

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

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

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

50 เมตร

300 เมตร
100 เมตร

1 2 3

4

25 เมตร

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

วิธีการ

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

1.  การศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพและทางเคมีในดินของพื้นที่ที่ทําการศึกษา

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

ตารางที่ 12  รายละเอียดพารามิเตอรและวิธีการในการวิเคราะหตัวอยางดิน

พารามิเตอร วิธีการวิเคราะห

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

-3

Total Organic  Carbon
Extracellular Polysaccharides ,EPS

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

ที่มา : APHA (1997) ; Lowe (1993)

2.  การศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

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

3. การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีโมสพรอบเอเบิลนัมเบอร (เอ็มพีเอ็น) 

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

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

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

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

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

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

ในการวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟที่อาศัยอยูในบริเวณดิน
กลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ซึ่งเปนพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
ขนาด 30,000 ตารางเมตรที่มีอายุการใชงานประมาณ 8 ปและทําการปดพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
ดังกลาวเมื่อป พ.ศ. 2546 โดยไดทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายที่ระดับความลึกตางๆ คือ 0–15 
เซนติเมตร, 16–30 เซนติเมตร, 31–45 เซนติเมตร  และ 46–60 เซนติเมตร  

ในการวิจัยครั้ งนี้ไดทําการศึกษาเพื่อหาความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันกับเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และ 2 ในเชิงปริมาณโดยวิธีเอ็มพีเอ็น
และฟชที่ระดับความลึกดังกลาว ทั้งนี้ยังทําการศึกษาแบคทีเรียชนิดไนตริไฟอิงซึ่งเปนแบคทีเรียที่มี
บทบาทในการลดปริมาณสารอนินทรียไนโตรเจนที่เปนแหลงอาหารของแบคทีเรียดังกลาวซึ่ง
ตอตานปฏิกิริยาการเกิดมีเทนออกซิเดชัน โดยในการศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณนั้นได
ทําการศึกษาดวย 2 วิธีการดวยกัน คือ วิธีเอ็มพีเอ็นและวิธีฟช นอกจากนี้ยังทําการศึกษาลักษณะ
สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษา
โดยผลการทดลองดังกลาวดังจะไดนําเสนอดังตอไปนี้

1.  ลักษณะทางกายภาพและเคมีที่สําคัญของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยตอการเจริญ
ของเชื้อเมทาโนโทรฟ

ในเบื้องตนไดทําการศึกษาลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของดินกลบทับชั้นสุดทายของ
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี พบวาคุณลักษณะของดินที่ทําการศึกษาดังกลาวมี
คาความเปนกรดสูงในดินระดับบน กลาวคือ ที่ระดับความลึก 0–15 เซนติเมตร และ 16-30 
เซนติเมตร มีคา 3.09 + 0.24  และ  3.82 + 0.96  ตามลําดับ สวนดินในระดับลางมีความเปนกรดออน 
คือ ที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตร และ 46-60 เซนติเมตร มีคา 6.27+0.69 และ 5.93+0.60  
ตามลําดับดังแสดงในภาพที่  9  ซึ่งโดยปกติแลวเชื้อเมทาโนโทรฟเจริญไดดีที่พีเอชเปนกลาง คือ 
6.5 – 7.5  (Whittenbry et al., 1970)  ดังนั้นความเปนกรดของดินอาจเปนขอจํากัดตอปริมาณและ
ชนิดของเชื้อเมทาโนโทรฟในหนาดินนี้  ทั้งนี้จะเห็นไดวาผลการวิเคราะหความเปนกรดดาง
ดังกลาวมีคาสัมพันธกับผลการวิเคราะหชุดดินรังสิตของสํานักสํารวจดินและวางแผนการใชที่ดินที่
ไดกลาวมาขางตนแตที่ระดับความลึกดานลาง คือ 31-60 เซนติเมตร จะเห็นไดวาดินมีความเปนกรด
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ออนทั้งนี้นาจะมีสาเหตุเนื่องมาจากปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในดิน กลาวคือ ในกระบวนการยอยสลาย
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
คารบอนไดออกไซดขึ้นมาและเมื่อกาซดังกลาวทําปฏิกิริยากับความชื้นที่อยูในดินจึงทําใหเกิด
สารประกอบคารบอเนตและไบคารบอเนตขึ้นซึ่งสารประกอบดังกลาวจะเกิดปฏิกิริยาในการ
สะเทินความเปนกรดในชั้นดินและลดความเปนกรดแกในชั้นดินลงมาจนเปนกรดออนที่ความลึก 
31-60 เซนติเมตรจึงทําใหตรวจพบความเปนกรดดางในดินดานลางมีความเปนกรดนอยกวาดานบน

นอกจากความเปนกรดดางที่เปนปจจัยสําคัญในการเจริญของเชื้อดังกลาว  ยังมีปจจยัอืน่ๆที่
มีบทบาทอีกเชนกัน อาทิ อุณหภูมิ ความชื้น เปนตนโดยอุณหภูมิในดินที่ทําการศึกษามีคาอยู
ระหวาง 36.4 – 33.4 oซ ดังแสดงในภาพที่ 9 ซึ่งอุณหภูมิดังกลาวมีคาลดลงตามระดับความลึกของ
ดินที่ทําการศึกษาและจะเห็นไดวาอุณหภูมิดังกลาวมีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เชื้อเมทาโนโทรฟเจริญได
ดีไมมากนัก คือ 25–30 oซ (Pascal and Cleemput 1996 ; Visvanathan et al., 1999) และเมื่อพิจารณา
คาความชื้นพบวาคาความชื้นมีคาสูงขึ้นตามระดับความลึก กลาวคือ ที่ความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 
46-60 เซนติเมตร พบวาความชื้นมีคาเฉลี่ยประมาณรอยละ 15.65+5.77, 22.51+4.33, 25.28+3.81,  
26.37+5.54  ตามลําดับ  ดังแสดงในภาพที่ 9 ซึ่งความชื้นนี้มีความเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียกลุมเมทาโนโทรฟซึ่งควรอยูระหวางรอยละ 10 – 30 (Boechx and Cleemput 1996 ; 
Visvanathan et al., 1999) ดังนั้นความชื้นในดินหลุมฝงกลบนี้จึงมีความเหมาะสมตอการเจริญของ
เชื้อเมทาโนโทรฟ
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ภาพที่  9   ความเปนกรดดาง  ความชื้นและอุณหภูมิของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย           
   ที่ระดับความลึกตางๆ
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สําหรับปริมาณสารอนินทรียไนโตรเจน ไดแก แอมโมเนียม ไนไตรต และไนเตรท   
(โดยเฉพาะแอมโมเนียมซึ่งเปนปจจัยหนึ่งที่กอใหเกิดการยับยั้งปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน    
(Rosvlev et al.,1997)) พบวาปริมาณแอมโมเนียมในดินดังกลาวมีปริมาณที่คอนขางต่ํามาก 
กลาวคือ 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  ไมโครกรัมตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 10 โดยการลดลง
ของปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชันอันเนื่องมาจากแอมโมเนียมนั้นเนื่องจากแอมโมเนียมสามารถเปน
สารตั้งตนใหเอนไซมมีเทนโมโนออกซิจีเนสเขาทําปฏิกิริยาจึงเปนผลใหมีเทนที่จะเขาทําปฏิกิริยา
นั้นไมสามารถเขาทําปฏิกิริยาไดไมเต็มที่โดยปริมาณของแอมโมเนียมที่ทําใหอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันมีคาลดลง คือ ในปริมาณที่มากกวา 104 ไมโครกรัมตอกรัมดิน (King and Schnell, 
1994) แตจากปริมาณของแอมโมเนียมในตัวอยางดินที่ทุกระดับความลึกดังกลาวจะเห็นไดวามี
ปริมาณแอมโมเนียมนอยมากที่จะกอใหเกิดการลดลงของปฏิกิริยามีเทนออกซิเดชัน นอกจากนี้ 
Dunfield and Knowles. (1995)  ยังพบอีกวาในภาวะแขงขันของการใชมีเทนหรือแอมโมเนียมของ
เอนไซมมีเทนโมโนออกซีจีเนสนั้นแอมโมเนียมจะลดการตอตานการเกิดมีเทนออกซิเดชันใน
สภาวะที่มีปริมาณมีเทนอยูสูงซึ่งจากการวัดปริมาณมีเทนในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว 
จ.ปทุมธานี ที่บริเวณปากทอระบายกาซที่เกิดขึ้นภายในหลุมฝงกลบมูลฝอยพบปริมาณกาซตาง  ๆดงั
แสดงในตารางที ่ 13  โดยตําแหนงของปากทอระบายกาซที่ทําการตรวจวัดปริมาณกาซนี้เปนปาก
ทอที่อยูใกลเคียงกับบริเวณจุดที่ทําการเก็บตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายทั้ง 5 จุดมากที่สุดดังแสดง
ในภาพที่ 8

0

15

30

45

60

0 2 4 6 8 10 12

NH3-N, NO2-N, NO3-N [g/g (dry soil)]

S
o

il
 D

ep
th

 (
cm

.)

NH3-N

NO2-N

NO3-N

ภาพที่  10   ปริมาณแอมโมเนียม  ไนไตรต  และไนเตรทไนโตรเจนของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่   
        ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ
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ตารางที่ 13   องคประกอบของกาซที่ตรวจพบบริเวณทอระบายกาซภายในหลุมฝงกลบมูลฝอย  
                     อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี
  

องคประกอบของกาซในหลุมฝงกลบมูลฝอย  (%)ปากทอ
ระบายกาซ 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

ซึ่งจะเห็นไดวาปริมาณกาซมีเทนที่พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี มีคาสูง
อีกทั้งปริมาณแอมโมเนียมที่ตรวจพบมีคาต่ําจึงทําใหแอมโมเนียมไมใชขอจํากัดในการทําใหเกิด
มีเทนออกซิเดชันต่ําในพื้นที่ที่ทําการศึกษา

นอกจากที่กลาวมาขางตนแลวแอมโมเนียมสามารถถูกออกซิไดซไดดวยเมทาโนโทรฟและ
ไดสารประกอบของไฮดรอกซีลาไมด (hydroxylamide) (Hubley et al., 1975)  และไนไตรต (King 
and Schnell, 1994  ; Neill and Wilkinson, 1977)  ซึ่งสารประกอบท้ังสองนี้จะตอตานการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันเนื่องจากไฮดรอกซีลาไมดจะลดความสามารถในการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมมีเทน
โมโนออกซีจี เนส ในขณะที่ไนไตรตจะสงผลตอกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลลและ
ความสามารถของเอนไซมฟอรเมทดีไฮนโดรจีเนสซึ่งเอนไซมนี้ทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการ
สราง  NADH + H+  ที่ใชในการทําปฏิกิริยาของเชื้อเมทาโนโทรฟ (Sylvia and King, 1994) โดยใน
ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษานี้ตรวจพบปริมาณไนไตรตคอนขางต่ํา  
กลาวคือ พบไนไตรตที่ระดับความลึก 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 ไมโครกรัมตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 10 จึงทําให
ปริมาณไนไตรตที่พบในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาทุกระดับความลกึ
ไมใชขอจํากัดในการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย

สําหรับปริมาณไนเตรทซึ่งเปนสารอนินทรียไนโตรเจนที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยโดยที่ระดับความลึก 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  ไมโครกรัมตอกรัมดินแหง  ดัง
แสดงในภาพที่  10  ซึ่งจากการศึกษาของ Dunfield  and  Knowles (1995) พบวาปริมาณไนเตรทนัน้
สามารถใชเปนสารอาหารในการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟและปริมาณที่มีความเหมาะสมนั้นควร
อยูในชวงไมเกิน 75 ไมโครกรัมตอกรัมดินดังนั้นจึงกลาวโดยสรุปไดวาไนเตรทมีปริมาณเพียงพอ
ตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟในหนาดินที่ทําการศึกษา

นอกจากนี้ปริมาณของแอมโมเนียมและไนไตรตยังเปนแหลงพลังงานในการเจริญของเชื้อ
ไนตริไฟอิง คือ Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp. ตามลําดับซึ่งตรวจพบในดินกลบทับชั้น
สุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยจึงทําใหสามารถลดปริมาณแอมโมเนียมและไนไตรตซึ่งเปน
สารประกอบที่เปนตัวการในการตอตานการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียและผลิตไนเตรท
ซึ่งมีผลตอกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟ  โดยปริมาณของเชื้อทั้งสองสกุลนั้นจะไดกลาวในหัวขอ
ถัดไป 

สําหรับในตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษายังพบปริมาณ
สารอินทรียไนโตรเจน  ฟอสเฟตและสารอินทรียคารบอนในปริมาณที่คอนขางสูงกลาวคือ  ตรวจ
พบสารอินทรียไนโตรเจนที่ระดับความลึก 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 ไมโครกรัมตอกรัมดิน
แหง นอกจากนี้ตรวจพบสารอินทรียคารบอนที่ระดับความลึก 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 
ไมโครกรัมตอกรัมดินแหงและฟอสเฟตที่ระดับความลึก 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 ไมโครกรัมตอกรัม
ดินแหงดังแสดงในภาพที่ 11 โดยปริมาณของสารอินทรียไนโตรเจน คารบอนและฟอสเฟตดังกลาว
จะเห็นไดวามีปริมาณที่คอนขางสูงเมื่อเทียบกับสารประกอบอนินทรียอื่นๆที่ตรวจพบในดินกลบ
ทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยในทุกระดับความลึก โดยสารประกอบอินทรียไนโตรเจน  
สารอินทรียคารบอนและฟอสเฟตนี้จะเปนแหลงอาหารของแบคทีเรียชนิดเฮทาโลโทรฟ 
(Heterotrophs)  ซึ่งมีปริมาณมากเกินพอซึ่งแบคทีเรียดังกลาวจะเปนคูแขงของเชื้อเมทาโนโทรฟใน
การใชออกซิเจน
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ภาพที่  11   ปริมาณสารอินทรียไนโตรเจน  สารอินทรียคารบอนและฟอสเฟตของดินกลบทับช้ัน     
                  สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ

จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นไดวาคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิของดินกลบทับชั้น
สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาคาดวาเปนปจจัยสําคัญในการกําหนดความสามารถใน
การดําเนินกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟในหนาดินที่ศึกษาเนื่องจากปจจัยทั้งสองนั้นมีคาที่ไม
เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแตอยางไรก็ตามในการดําเนินการวิจัยในการศึกษา
ความสามารถของเชื้อเมทาโนโทรฟในการเกิดมีเทนออกซิเดชันนั้นไดทําการศึกษาที่อุณหภูมิหอง 
(30 oซ) ซึ่งเปนอุณหภูมิที่มีความเหมาะสมในการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย  (Boechx  
and Cleemput, 1996 ; Visvanathan et al., 1999) เพื่อตัดปจจัยผลของอุณหภูมิตออัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชัน

นอกจากลักษณะทางกายภาพและเคมีของดินแลวยังวิเคราะหปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลี
แซคคาไรดหรืออีพีเอส (Extracellular Polysaccharides, EPS)  มาพิจารณาซึ่งคานี้สามารถบงชีไ้ดถงึ
กิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียเนื่องจากเปนผลิตภัณฑที่ เกิดขึ้นในการเกิดมีเทน
ออกซิเดชัน (Hilger et al., 1999) โดยพบวาที่ระดับความลึก 0–15, 16-30, 31-45,  46-60 เซนติเมตร 
มีปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรดอยู 1.23+0.10, 1.53+0.38, 2.51+0.28, 2.24+0.24  
มิลลิกรัมคารบอนตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 12 ซึ่งจากคาอีพีเอสท่ีตรวจพบจะเห็นไดวามีคา
สูงที่ความลึก 31-45 และ 46-60 เซนติเมตร ซึ่งสอดคลองกับการตรวจพบอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันสูงท่ีระดับความลึกตอนลาง (31-60 เซนติเมตร) ดังแสดงในภาพที่ 12 ซึ่งจะไดกลาวใน
หัวขอถัดไป  
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ภาพที่  12  อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันและปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรดของ
                ดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ

2.  การศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน

สําหรับการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่มีคาความชื้นเริ่มตนของ
ตัวอยางดินที่ทําการศึกษาเปนคาความชื้นเดิมของดินที่ทําการศึกษาจากพื้นที่ศึกษาจริงโดยใน
ทําการศึกษาการเกิดมีเทนออกซิเดชันของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุม
แกว จ.ปทุมธานี ที่ระดับความลึก 0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตรและนําคาการลดลงของ
ปริมาณความเขมขนของกาซมีเทน ณ จุดเริ่มตนและลดลงจนกลายเปนศูนยพบวาการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันแบงออกเปน 3 ชวงดวยกัน โดยในชวงแรกที่ระดับความลึก 0–15, 16–30, 31–45, 
46–60  เซนติเมตรพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันเฉลี่ย 0.35, 0.37, 0.61, 0.50  ไมโครโมลตอ
กรัมดินแหง ในชวงที่สองที่ระดับความลึก 0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตรพบอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันเฉล่ีย  0.47,  0.44,  0.70,  0.59 ไมโครโมลตอกรัมดินแหง และในชวงที่สามตรวจ
พบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึก  0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตร เฉลี่ย  
0.21,  0.23,  0.12,  0.18 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงดังแสดงในตารางที่ 14 โดยในชวงแรกนั้นอยู
ในชวง 0-12 วัน ซึ่งเปนชวง  Zero Reaction  เนื่องจากเปนชวงที่ทําการศึกษาโดยใหปริมาณกาซ
มีเทนมากเกินพอเพื่อใหเชื้อเมทาโนโทรฟเจริญอยางเต็มที่ในชวงที่เชื้อพยายามปรับตัวใหเขากับ
สภาพแวดลอมใหมเนื่องจากมีการเปลี่ยนสภาพแวดลอมจากเดิมที่อาศัยอยูในดินกลบทับชั้นสุดทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยมาอยูภายในขวดทดลองจึงทําใหการดําเนินกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟใน
การออกซิไดสกาซมีเทนทําไดไมเต็มที่ (lag phase) ซึ่งจะเห็นไดวาการลดลงของปริมาณมีเทนใน
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ชวงแรกนั้นเปนชวงที่แทบจะไมมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณกาซมีเทน  สําหรับในชวงที่สองนั้น
จะเปนชวงวันที่  12-33  ซึ่งพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันมีคาเพิ่มสูงขึ้นเนื่องจากเชื้อเมทาโน
โทรฟสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมใหมไดแลวอีกทั้งเซลลยังอยูภายใตสภาวะที่มี
ปริมาณของอาหารพอเพียง (กาซมีเทน)  จึงทําใหเชื้อดังกลาวมีการเพิ่มทั้งในดานของน้ําหนักและ
จํานวนอยางรวดเร็วโดยการแบงตัวแบบแบงเซลล  (Binary  Fission)  จึงทําใหกิจกรรมของเซลลใน
การเกิดมีเทนออกซิเดชันเกิดขึ้นในอัตราที่สูงกวาระยะเวลาอื่นๆ และชวงที่สามคือตั้งแตวันที่ 33  
จนปริมาณกาซมีเทนกลายเปนศูนยซึ่งจะเห็นไดวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันมีคาลดลง
เนื่องจากปริมาณอาหารที่เชื้อเมทาโนโทรฟจะนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการดํารงชีพและเปน
แหลงพลังงานของเซลลซึ่งก็คือกาซมีเทนมีคาลดลงจนไมเพียงพอตอปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟ
ที่อาศัยอยูในขวดทดลองจึงทําใหเกิดภาวะแขงขันในการแยงอาหารเพื่อการดํารงชีพของเซลลและ
เมื่อปริมาณอาหารลดลงเปนศูนยก็จะทําใหเซลลตองดึงอาหารที่เก็บไวภายในเซลลมาใชในการ
ดํารงชีพจึงทําใหเซลลอยูในสภาพที่ไมแข็งแรงและดําเนินกิจกรรมของเซลลไดไมเต็มที่จึงทําให
อัตราการลดลงของกาซมีเทนลดลงจนกลายเปนศูนย 

ตารางที่  14  อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในชวงเวลาตางๆ

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  เปนตนไป

0.35
0.47
0.21

0.37
0.44
0.23

0.61
0.70
0.12

0.50
0.59
0.18

จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นวาในการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับ
ชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึกตางๆ คือ 0–15, 16–30, 31–45, 46–60 เซนติเมตร 
จะตองทําการศึกษาอัตราการลดลงของปริมาณกาซมีเทนในระยะแรกเนื่องจากเชื้อเมทาโนโทรฟใน
ดินกลบทับชั้นสุดทายยังคงคุนเคยกับสภาวะแวดลอมเดิมที่ เคยอาศัยและยังไมปรับสภาพเขาสู
สิ่งแวดลอมใหมและเพิ่มจํานวนเซลลจนทําใหอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันมีคาสูงกวาในพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอยท่ีทําการศึกษาโดยคาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนี้มีคาเฉลี่ย
ดังแสดงในภาพที่  12
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  โดยเมื่อนําผลการวิเคราะหปริมาณเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด (Extracellular 
Polysaccharides, EPS)  มาพิจารณาซึ่งคานี้สามารถบงชี้ไดถึงกิจกรรมของเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียเนื่องจากเปนผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน (Hilger et  al.,1999) โดยมี
แนวโนมสอดคลองกับปริมาณอีพีเอสในดินดังนั้นจึงสรุปไดวากิจกรรมของเชื้อแบคทีเรียชนิด
เมทาโนโทรฟในดินมีการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ความลึก 31-45 เซนติเมตรสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับที่ความลึกอื่นๆของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาซึ่งตางจากงานวิจัย
ที่ผานมาเนื่องจากในงานวิจัยของ Chen et al. (2003)  ซึ่งทําการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซเิดชัน
ในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึก 10, 30, 100 และ 300 เซนติเมตร โดยพบวาอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึก 10 เซนติเมตรมีคา 5.69 มิลลิโมลตอกรัมดินแหงตอวันและลดลง
มาอยูที่ 0.69 มิลลิโมลตอกรัมดินแหงตอวันที่ระดับความลึก 30 เซนติเมตร สําหรับที่ระดับความลึก  
100 และ 300 เซนติเมตร พบวามีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ 0.44 และ 0.41 มิลลิโมลตอกรัม
ดินแหงตอวันตามลําดับ โดยสรุปไววาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจะมีคาสูงสุดในบริเวณ
ดานบนของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและลดลงตามระดับความลึก นอกจากนี้ Svenning et al. (2003)  
ไดทําการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยในดินกลบทับชั้นสุดทายที่
ระดับความลึก 20 เซนติเมตรแรกโดยทําการเปรียบเทียบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในฤดูกาล
ตางๆพบวาในเดือนกรกฎาคมมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 44.64 + 0.9 ไมโครโมลตอกรัมดิน
แหงตอวันและตรวจพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในเดือนกันยายนซึ่งเปนชวงหนาหนาวมี
อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันลดลงเหลือ 8.82 + 1.62 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวันโดยสรุปไว
วาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจะพบไดสูงสุดในชวงฤดูฝน นอกจากนี้ยังมีการศึกษาของ 
Bodelier et al. (2004) โดยไดทําการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ชุมน้ํา (wet lands)  
ที่ระดับความลึก 0–5,  5–10  และ 10–20 เซนติเมตรพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันเทากับ  
16.8, 15.2 และ 8.4 ไมโครโมลตอกรัมดินตอวัน จากงานวิจัยเกี่ยวกับอัตราการเกิดมีเทนออกซเิดชัน
ของนักวิจัยทานอื่นๆจะเห็นไดวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันจะมีคาลดลงตามระดับความลึก
และมีคาสูงกวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  
อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี และเห็นไดวาจากคาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันซึ่งเก็บตัวอยางดิน
ในชวงฤดูฝน (เดือนกรกฎาคม) ซึ่งเปนชวงที่มีการเกิดมีเทนออกซิเดชันสูงสุดกลับพบอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันต่ําโดยเฉพาะที่ระดับความลึก 0–15 และ 16-30 เซนติเมตร และมีคาอัตราการเกิด
มีเทนออกซิเดชันที่ต่ํากวาระดับความลึก 31–45 เซนติเมตร และ 46–60 เซนติเมตรทั้งนี้นาจะมี
สาเหตุมาจากปจจัยที่มีผลใหเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียไมสามารถเจริญไดเต็มที่ในสภาพความ
เปนกรดจัดซึ่งเปนลักษณะของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึก 0–30  
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เซนติเมตร (3.09+0.24  ถึง 3.82+0.96) แตสําหรับที่ระดับความลึก 31–60 เซนติเมตร มีคาความเปน
กรดออน (6.27+0.69  ถึง 5.93+0.60) จึงนาจะเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียชนิด
เมทาโนโทรฟเจริญไดดีกวาที่ระดับความลึก 0–15 เซนติเมตรและ 16–30 เซนติเมตรจึงทําใหอัตรา
การเกิดมีเทนออกซิเดชันในความลึกที่เปนกรดออนมีคาสูงกวาบริเวณที่มีความเปนกรดจัดดังแสดง
ในภาพที่ 13 โดยผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายที่มีความเปน
กรดนี้มีผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาของ Dunfield et al. (1993) ที่ทําการศึกษาในพื้นที่ที่
เปนกรดเชนกันโดยพบวาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ที่เปนกรดนั้นสามารถเกิดไดดีที่
ความเปนกรดดางประมาณ 6-7 ซึ่งสองคลองกับผลการศึกษาในครั้งนี้โดยในการศึกษาเชื้อเมทาโน
โทรฟในเชิงปริมาณนั้นจะไดกลาวในหัวขอถัดไป  
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ภาพที่  13  ความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่ฝง
                กลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน

นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยในแตละ
จุดที่ทําการเก็บตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยนั้นพบวาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันในจุดที่ 1 มีคาสูงสุด คือ 0.60 + 0.37 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวัน  และจุดที่ 2 มี
อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันต่ําที่สุด คือ 0.32 + 0.03  ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวันโดยเมื่อนํา
คาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในแตละจุดเก็บทําการเปรียบเทียบกับปริมาณกาซมีเทนที่ปลอย
ออกมาบริเวณทอระบายกาซแลวพบวาไมมีความสัมพันธหรือสอดคลองกันดังแสดงในภาพที่ 14
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ภาพที่  14  อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยและปริมาณ
                มีเทนที่ทอระบายกาซ ณ จุดเก็บตางๆ

3. การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

การตรวจหาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณโดยอาศัยวิธีการเอ็มพีเอ็นนั้นเปนการเลี้ยงเชื้อ
ดังกลาวใหเจริญภายใตอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความจําเพาะกับเชื้อดังกลาว คือ เอ็นเอ็มเอสมีเดียม  
(NMS Medium) และอยูภายใตสภาวะแวดลอมอื่นๆที่มีความเหมาะสมเพื่อใหเชื้อเมทาโนโทรฟ
เจริญไดอยางเต็มที่ โดยสภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟที่ใชในการทดลอง
นี้ คือ อุณหภูมิประมาณ 30oซ  คาความเปนกรดดางประมาณ 8.3 และเล้ียงเชื้อดังกลาวใหเจริญเตม็ที่
ประมาณ 45 วัน ผลการทดสอบพบวาการนับปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีเอ็มพีเอ็นมีแนวโนม
สอดคลองกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน กลาวคือ เชื้อเมทาโนโทรฟจากตัวอยางดินกลบทับมูล
ฝอยชั้นสุดทายในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตรพบเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียสูงสุด คือ 17,785.00 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินแหง สําหรับปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย
ที่มีปริมาณรองลงมา คือ ที่ระดับความลึก 46–60 เซนติเมตรโดยพบเปนจํานวน 6,758.74  เอ็มพีเอ็น
ตอกรัมดินแหงสําหรับดินกลบทับมูลฝอยชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ความลึก 0–15 
เซนติเมตร และ 16–30 เซนติเมตรนั้นมีปริมาณใกลเคียงกัน คือ 202.16 และ 191.56  เอ็มพีเอ็นตอ
กรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่  15  
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จากผลการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นพบวาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่เลี้ยงใหเติบโต
ภายใตสภาวะที่สมบูรณตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ระดับความลึก 31–60 เซนติเมตร มี
ปริมาณสูงกวาระดับความลึก 0–15 เซนติเมตรอยางมีนัยสําคัญซึ่งพบปริมาณสูงสุดที่ระดับความลึก  
31-45 เซนติเมตรเชนเดียวกันกับการตรวจพบกิจกรรมของเชื้อดังกลาวในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
จึงทําใหสามารถบงช้ีไดวาที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตรนั้นจะมีเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย
สูงสุดจึงทําใหอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึกนี้มีคาสูงสุดและสําหรับที่ระดับความ
ลึกอื่นๆก็เชนกันที่ตรวจพบวาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ตรวจวัดดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นมี
ความสัมพันธเปนไปในทางเดียวกันกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
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ภาพที่  15 ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียของดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่
               ระดับความลึกตางๆที่ศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็น

อยางไรก็ตามเปนที่นาสังเกตุวาความสัมพันธของปริมาณเชื้อและอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันตามความลึกมีความสัมพันธไมชัดเจนนักโดยเฉพาะในชวงดินระดับ 0-30 เซนติเมตร 
เมื่อเปรียบเทียบกับดินชวง 31-60 เซนติเมตร กลาวคือ จํานวนเมทาโนโทรฟมีคาต่ํามากเมื่อเทียบกบั
อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันซึ่งจากงานวิจัยที่ทําการศึกษามากอนหนานี้ อาทิ Svenning  et  al.
(2003) ที่ทําการตรวจวัดดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นไดถึง 2.7 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินแหงในเดือน
กรกฏาคม  และเดือนกันยายนพบเพียง 4.1 x 105 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินแหงตามอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันที่ลดลง  สําหรับการทดลองของ Bodelier et al. (2004) ไดทําการศึกษาในพื้นที่ชุมน้ํา 
(wet lands)  พบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันที่ระดับความลึก 0–5 เซนติเมตร เทากับ 16.8 ไมโคร
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โมลตอกรัมดินตอวันและตรวจพบเอ็มพีเอ็นไดเทากับ 5 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดิน ที่ระดับความลึก 
5–10 เซนติเมตรจะมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 15.12 ไมโครโมลตอกรัมดินและมีปริมาณเชื้อ
เมทาโนโทรฟที่ศึกษาดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นเทากับ 1.8 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดินและที่ระดับความ
ลึก 10–20  เซนติเมตรมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 8.4 ไมโครโมลตอกรัมดินและปริมาณเชื้อ
เมทาโนโทรฟเทากับ 1.7 x 106 เอ็มพีเอ็นตอกรัมดิน นอกจากนี้ในการศึกษาในเชิงเปรียบเทียบถึง
ปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟในฤดูกาลตางๆในงานวิจัยกอนหนานี้ อาทิ Svenning  et  al. (2003) 
พบวาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟจะมีการเจริญสูงสุดและมีอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันสูงสุด
ในชวงฤดูฝน ซึ่งในงานวิจัยครั้งนี้ผูทําการวิจัยไดทําการเก็บตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอยในชวงฤดูฝนแตผลการทดลองกลับมีปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียนอยมาก 
ซึ่งปจจัยหนึ่งที่เปนสาเหตุสําคัญดังที่ไดกลาวมาแลวก็คือคาความเปนกรดดางที่ไมเหมาะสมตอการ
เจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟ และอีกปจจัยหนึ่งที่ทําใหปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่เจริญใน
อาหารเหลวเอ็นเอ็มเอสมีคานอยนาจะเนื่องมาจากคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม
เหมาะสมเนื่องจากในอาหารเหลวเอ็นเอ็มเอสมีคาพีเอชประมาณ 8.3 ซึ่งเหมาะสําหรับการเจริญของ
เมทาโนโทรฟที่เจริญในภาวะที่เปนกลางจึงทําใหเชื้อเมทาโนโทรฟที่อาศัยในดินกลบทับชั้นสดุทาย
พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่เจริญในภาวะที่เปนกรดไมสามารถเจริญไดอยางเต็มที่จึงตรวจพบเชื้อดังกลาว
ในปริมาณที่ต่ํากวาที่ควรจะเปนและจึงเปนขอจํากัดในการตรวจวัดเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธกีารเอ็ม
พีเอ็นในการวิจัยครั้งนี้โดยเมื่อนําผลการตรวจวัดในเชิงปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟดวย
วิธีการเอ็มพีเอ็นกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในแตละตัวอยางมาหาความสัมพันธพบวาใน
กรณีที่ไมมีการตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีเอ็มพีเอ็นนั้นจะพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
เทากับ 0.3979 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวันดังแสดงในภาพที่ 16 ซึ่งเห็นไดวาการใชวิธีการเอ็ม
พีเอ็นในการตรวจวัดเชิงปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟนี้มีคาต่ํากวาความเปนจริงดังนั้นในการ
เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียที่เจริญในดินกลบทับ
ชั้นสุดทายที่มีความเปนกรดจึงควรเตรียมอาหารเหลวเอ็นเอ็มเอสที่มีคาพีเอชประมาณ 5.5  
(Dunfield  et  al., 2003)
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y = 1E-05x + 0.3979

R2 = 0.7531
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ภาพที่  16  ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
                มูลฝอยโดยวิธีเอ็มพีเอ็นกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ดังกลาว

4. การตรวจหาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียและไนตริไฟอิงแบคทีเรียดวยวิธีฟลูออเรสเซนต
อินซิตูไฮบริไดเซชัน

ในการศึกษาปริมาณของเชื้อจุลินทรียโดยอาศัยวิธีการฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน
หรือฟชนั้นอาศัยโพรปที่มีความจําเพาะตอเชื้อจุลินทรียที่ตองการศึกษา สําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียก็เชนกันที่ตองอาศัยโพรปที่มีความจําเพาะตอเชื้อดังกลาวโดยในการทดลองนี้ไดอาศัย
โพรปที่มีความจําเพาะตอเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1, เมทาโนโทรฟชนิดที ่2, เมทาโนโทรฟสายพันธุที่
เจริญไดดีที่สภาวะที่เปนกรด คือ Methylocella palustris และ Methylocapsa acidiphila ซึ่งก็คือ 
Mγ84+Mγ705, Mα450, Mcell-1026 และ Mcaps-1032  ตามลําดับซึ่ง Methylocella palustris  และ 
Methylocapsa  acidiphila นี้จัดเปนเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ที่ไมสามารถตรวจวัดไดดวยโพรป 
Mα450 นอกจากนี้ ยั งไดทํ าการศึกษาเชื้อแบคที เรียชนิดไนตริไฟอิงในเชิงปริมาณ คือ 
Nitrosomonas spp. และ Nitrobacter spp. โดยอาศัยโพรป NSM-156, NIT-3 ในการศึกษาเชื้อ
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุตามลําดับ ซึ่งแบคทีเรียชนิด Nitrosomonas spp. และ Nitrobacter spp.
จัดเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทในการเปลี่ยนรูปอนินทรียไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียใหเปลี่ยนมาเปน
ไนไตรตและทําการเปลี่ยนรูปไนไตรตใหเปนไนเตรทตามลําดับ

โดยผลการศึกษาในเชิงปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียนั้นพบวาทุกระดับความลึก  
นั้นพบปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 สูงที่สุดเมื่อเทียบกับเชื้อเมทาโนโทรฟ
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แบคทีเรียชนิดอื่นๆ โดยที่ความลึก 31–45 เซนติเมตรจะเปนระดับความลึกที่พบเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียสูงที่สุด คือ 4.89+ 0.79 x 107 เซลลตอกรัมดินแหง 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 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 17 ทั้งนี้
จากผลการทดลองของ Dedysh  et  al. (2003) ในการใชฟชในการตรวจสอบเชื้อเมทาโนโทรฟใน
พื้นที่ที่มีความเปนกรดประมาณ 3.6–4.5 โดยพบปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1 จํานวน  
0.2+0.2  x 104 เซลลตอกรัมดินเปยก, เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 จํานวน 1.8+0.1 x 106 เซลลตอ
กรัมดินเปยก, Methylocapsa acidiphila จํานวน 1.4+0.5 x 105 เซลลตอกรัมดินเปยกและ  
Methylocella  palustris  จํานวน 11.9+1.1 x 105 เซลลตอกรัมดินเปยกโดยสรุปไววาเมทาโนโทรฟ
ชนิดที่ 2 สามารถเจริญในภาวะที่เปนกรดไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และในสภาวะที่เปน
กรดดังกลาวยังพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟสามารถเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางระหวาง 5.5 – 6.7  
(Dedysh et al.,1998a) จึงทําใหผลการศึกษาพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ที่ระดับความลึกระหวาง 
31–60 เซนติเมตรสูงกวาที่ระดับความลึก 0–30 เซนติเมตรอยางมีนัยสําคัญทั้งนี้เนื่องจากเชื้อ
เมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ในสภาวะ
ที่เปนกรด (Dedysh et  al.,2000) และเนื่องจากในชั้นดินดานลาง (ความลึก 31-60  เซนติเมตร) ของ
ดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบนี้ที่ เกิดปฏิกิริยากับความชื้นในดินและเกิดสารประกอบ
คารบอเนตและไบคารบอเนตในการลดความเปนกรดในดินลงมาที่ 6.27+0.69 และ 5.93+0.60 จึง
ทําใหพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 อยางโดดเดนที่ระดับความลึก 31-45 และ 46-60 เซนติเมตร
ตามลําดับ นอกจากนี้เหตุผลอีกประการหนึ่ง คือ เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 เปนเชื้อที่เจริญไดดีใน
ภาวะที่มีความเขมขนของออกซิเจนต่ําและมีเทนสูง (Hanson and Hanson, 1996)  ซึ่งเปนลักษณะ
ของดินซึ่งอยูบริเวณดานลางของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย   

สําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 1 พบวาที่ในทุกระดับความลึกในปริมาณ
ใกลเคียงกัน กลาวคือ 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 เซลลตอ
กรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 17  สําหรับเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ซึ่งจากผลการ
ทดลองจะเห็นไดวาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 1 ในทุกระดับความลึกไมมีความ
แตกตางกันในเชิงปริมาณเนื่องจากเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ไมสามารถเจริญไดดีในภาวะที่เปนกรด
ไมวาจะอยูในชวงของความเปนกรดมากหรือนอยจึงทําใหไมมีความแตกตางกันในเชิงปริมาณ 
(Dedysh et  al., 2000) ดังแสดงในภาพที่ 16 แตหากพิจารณารายละเอียดของตัวเลขพบวา
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Methylocapsa acidiphila Methylocella palustris

  
ภาพที่  17  ปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดตางๆที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่
                ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาในระดับความลึกตางๆ

เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 นี้มีปริมาณลดลงตามระดับความลึกทั้งนี้เนื่องมาจากในบริเวณดานบน
ของดินกลบทับชั้นสุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยจะมีความเขมขนของกาซมีเทนต่ํากวาในชั้นดิน
ดานลางและมีความเขมขนของกาซออกซิเจนสูงกวาในชั้นดินดานลางซึ่งปจจัยนี้เปนสาเหตุหนึ่งที่
ทําใหพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ในชั้นดินดานบนสูงกวาชั้นดินในบริเวณดานลางเนื่องจากมี
การศึกษาพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 สามารถเจริญไดดีในภาวะที่มีความเขมขนของออกซเิจน
สูงและมีความเขมขนของกาซมีเทนต่ํา ในขณะที่เชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 จะเจริญไดดี
ในภาวะที่มีความเขมขนของกาซมีเทนสูงความเขมขนของกาซออกซิเจนต่ํา (Hanson and Hanson, 
1996)  

  
เมื่อพิจารณาถึงเช้ือเมทาโนโทรฟแบคทีเรียที่เจริญในภาวะที่เปนกรดโดยอาศัย 2 สายพันธุ

ที่เปนตัวแทนของเชื้อเมทาโนโทรฟดังกลาวอีกทั้งยังเปนเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 คือ Methylocella 
palustris  และ Methylocapsa  acidiphila โดยพบวาเชื้อเมทาโนโทรฟ 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 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับและตรวจพบเชื้อ 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 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 17 เห็น
ไดวา Methylocella palustris และ Methylocapsa acidiphila ตรวจพบไดมากที่ระดับความลึก 31-60 
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เซนติเมตร ทั้งนี้เนื่องมาจากคาความเปนกรดดางที่มีคาเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อทั้งสองสาย
พันธุโดย Dedysh et al.(1998a) พบวาเชื้อเมทาโนโทรฟ Methylocella palustris และ  Methylocapsa  
acidiphila  นั้นเปนแบคทีเรียที่เจริญไดดีในชวงคาความเปนกรดดางระหวาง 5.5-6.7 จึงทําใหตรวจ
พบเชื้อเมทาโนโทรฟทั้งสองสายพันธุในระดับความลึกดังกลาวสูงกวาที่ระดับความลึก 0–30 
เซนติเมตรอยางมีนัยสําคัญ

ทั้งนี้หากพิจารณาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 ทั้งหมดที่ทําการศึกษาดวยโพรป 
Mα450, Mcell-1026 และ Mcap-1032 เห็นไดวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มีความโดดเดนในพื้นท่ี
ดังกลาวเปนอยางมาก กลาวคือ 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 เซลลตอกรัมดินแหงดังแสดงในภาพที่ 18 โดยเฉพาะที่ระดับความลึก 31-60 เซนติเมตร
อยางมีนัยสําคัญดวยเหตุผลสําคัญคือจากคาความเปนกรดดางในชวงที่เปนกรดซึ่งเมทาโนโทรฟ
ชนิดที่ 2 สามารถปรับตัวไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ทําใหตรวจพบเชื้อเมทาโนโทรฟชนิด
ที่ 2 ในปริมาณที่สูงกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 ดังแสดงในภาพที่  19
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ภาพที่  18  ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด Methanotroph type I, Methanotroph type II, Nitrosomonas
  spp., Nitrobacter spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทํา    
    การศึกษาที่ความลึกตางๆ
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Methanotroph Type I

Methanotroph Type II

ภาพที่  19 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 และ 2 ในดินกลบทับชั้น
               สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยกับความเปนกรดดางของดิน

จากปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่การศึกษาในเชิงปริมาณดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นและฟช
นั้นจะเห็นไดวาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟจากการศึกษาดวยวิธีฟชและเอ็มพีเอ็นนั้นไมมี
ความสัมพันธสอดคลองในแนวทางเดียวกันดังแสดงในภาพที่ 20 (R2 < 0.75) จึงสามารถบงชี้ไดวา
วิธีการศึกษาในการจําแนกชนิดและศึกษาเชื้อเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณดวยวิธีการฟชมีความ
เหมาะสมในการตรวจนับปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในการศึกษานี้ ทั้งนี้จากคาอัตราการเกิดมีเทน
ออกซิเดชันในตัวอยางดินที่มีความเปนกรดก็มีความสัมพันธสอดคลองและเปนไปในทางเดียวกัน
กับปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ตรวจพบโดยวิธีฟชดังแสดงในภาพที่ 21

สําหรับแบคทีเรียในกลุมไนตริไฟอิงนั้นพบวาที่ระดับความลึก 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 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับและมีปริมาณไนโตรแบคเตอรแบคทีเรียที่ระดับ
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 เซลลตอกรัมดินแหงตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 18 โดยเห็นไดวา
เชื้อแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิงที่พบในทุกระดับความลึกนั้นมีปริมาณไมสูงมากนักเมื่อเปรียบเทียบ
กับปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ทําการศึกษาแตจากการศึกษาถึงปริมาณสารอนินทรียไนโตรเจน
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ภาพที่  20 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
               มูลฝอยที่ทําการศึกษาดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นและฟช

y = 0.0108x

R2 = 0.7757
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ภาพที่  21 ความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบ
               มูลฝอยที่ทําการศึกษาโดยวิธีฟชกับอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ดังกลาว

ในกลุมของแอมโมเนียมและไนไตรตที่พบในปริมาณต่ําในทุกระดับความลึกและตรวจพบปริมาณ
สารอินทรียในดินในปริมาณที่สูงจึงสามารถบอกเปนนัยไดวามีการใชแอมโมเนียมและไนไตรต
โดยเชื้อจุลินทรียทั้งสองไปแลวบางสวนและดวยปริมาณของแหลงอาหารที่พบต่ํานี้จึงทําใหใน
ภายหลังที่ไนโตรโซโมแนสและไนโตรแบคเตอรแบคทีเรียใชแอมโมเนียมและไนไตรตเปนแหลง
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อาหารจนหมดแลวแบคทีเรียดังกลาวจะลดจํานวนลงเนื่องจากขอจํากัดในเรื่องของแหลงอาหารและ
พลังงานในการดํารงชีพของจุลินทรียทั้งสอง

สําหรับปริมาณของเช้ือจุลินทรียที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่
ทําการศึกษาพบวาที่ระดับความลึก 0–15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตร มีเชื้อจุลินทรียอาศัยเฉลี่ย  
25.07 + 3.47 x107, 24.54 + 3.04 x 107, 23.56 + 0.72  x 107, 23.03 + 0.42 x 107 เซลลตอกรัมดิน
แหงดังแสดงในภาพที่ 18 ซึ่งมีปริมาณที่คอนขางต่ําเมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาที่ผานมา
เนื่องจากความเปนกรดในดิน โดยการศึกษาของ Dedysh et al. (2003) โดยใชเทคนิคฟชในการ
ตรวจปริมาณเชื้อในพื้นที่ที่เปนกรด (Peatlands)  ซึ่งมีคาความเปนกรดดางประมาณ 3.6-4.5 ที่ความ
ลึก 10-15 เซนติเมตรซึ่งพบปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 4.5+0.4 x 108 , 1.7+0.2 x 108 ในไซบีเรีย
ตอนใตและเยอรมันนีตอนเหนือตามลําดับ นอกจากนี้จะเห็นไดวาปริมาณของเชื้อที่ตรวจพบมีคา
ลดลงตามระดับความลึกเนื่องจากปริมาณของออกซิเจนที่ลดลงตามระดับความลึกจึงทําใหพบ
ปริมาณเชื้อจุลินทรียในชั้นดินดานลางต่ํากวาดานบน

โดยเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ทําการศึกษากับปริมาณของเชื้อทั้งหมดใน
ตัวอยางดินที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย พบวา ที่ระดับความลึก 0–15, 
16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรมีไนโตรโซโมแนสอยูรอยละ 7.76, 8.15, 8.87, 8.66  ตามลําดับ 
สําหรับไนโตรแบคเตอรพบปริมาณรอยละ 6.44, 6.31, 7.26, 7.78 ตามลําดับ เชื้อเมทาโนโทรฟชนิด
ที่ 1 มีปริมาณรอยละ 9.72, 9.93, 10.25, 9.45 ตามลําดับ เชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มีปริมาณรอยละ  
25.35, 27.62, 40.89, 37.71 ตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 22 โดยพบวาปริมาณของเชื้อจุลินทรียใน
กลุมที่มิไดทําการศึกษาและอาศัยในดินกลบทับชั้นสุดทายที่ระดับความลึกตางๆมีปริมาณเชื้ออยู
รอยละ 49.27, 52.01, 67.27, 63.60 ที่ระดับความลึก 0-15, 16-30, 31-45, 46-60 เซนติเมตรตามลําดบั
โดยเห็นไดวาปริมาณของเชื้อจุลินทรียสวนใหญที่อาศัยในพื้นที่ที่ทําการศึกษานี้ คือ เชื้อแบคทีเรีย
กลุมเมทาโนโทรฟ
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ภาพที่ 22 สัดสวนของ Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp., Methanotroph type I, Methanotroph
              type II เปรียบเทียบกับจุลินทรียทั้งหมดที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝง
               กลบมูลฝอยที่ทําการศึกษาที่ความลึกตางๆ
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สรุปและขอเสนอแนะ

สรุป

จากการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝง
กลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี เพื่อจําแนกประเภทของเชื้อและปริมาณของเชื้อเมทาโน
โทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการโมสพรอบเอเบิลนัมเบอรและฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันโดย
พิจารณาคุณลักษณะทางกายภาพและเคมีของดินดังกลาวสามารถสรุปไดดังนี้

1. ลักษณะทางกายภาพและเคมีของตัวอยางดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี ในสวนของความชื้น ปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจน ปริมาณไนไตรต  
ปริมาณไนเตรท สารประกอบอินทรียคารบอนทั้งหมด ปริมาณฟอสเฟตทั้งหมดนั้นมีปริมาณที่มี
ความเหมาะสมในการเจริญของเมทาโนโทรฟแบคทีเรียแตปจจัยที่เปนขอจํากัดในการเจริญของเชื้อ
เมทาโนโทรฟ คือ ความเปนกรดดาง  

2. อัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยพบสูงสุด
ที่ระดับความลึก 31–45 เซนติเมตร (0.61ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวัน) รองลงมาคือที่ระดับ
ความลึก 46–60 เซนติเมตร (0.50 ไมโครโมลตอกรัมดินแหงตอวัน) สําหรับที่ระดับความลึก 0–30  
เซนติเมตรพบอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในปริมาณที่ต่ําสืบเนื่องมาจากความเปนกรดดางของ
พื้นที่ดังกลาว

3. ในการศึกษาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นดวยอาหาร
เลี้ยงเชื้อปกติไมเหมาะสมตอการตรวจวัดจํานวนเมทาโนโทรฟที่อาศัยในดินที่เปนกรดทําใหตรวจ
พบเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียในพื้นที่ที่ทําการศึกษาในปริมาณที่ต่ํากวาที่ควรจะเปน

4. การศึกษาชนิดและปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีฟชตรวจพบวาเชื้อ
เมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 (รอยละ 25.35-37.71) มีปริมาณมากกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1
(รอยละ 9.45-10.25) อยางมีนัยสําคัญเนื่องจากเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียชนิดที่ 2 สามารถเจรญิใน
สภาวะที่เปนกรดไดดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 1 จึงทําใหเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่ 2 มีบทบาท
ในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในพื้นที่ดังกลาวดีกวาเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  1
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5. การศึกษาชนิดและปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีฟชตรวจพบวาเชื้อ
เมทาโนโทรฟที่เจริญไดในสภาวะที่เปนกรด (acidophilic methanotroph) สายพันธุ Methylocella 
palustris และ Methylocapsa acidiphila  ตรวจแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุสูงที่ระดับความลึก 31–60 
เซนติเมตรเนื่องจากปจจัยตางๆในดินที่มีความเหมาะสมในการเจริญของเชื้อโดยเฉพาะความเปน
กรดดาง

6. การศึกษาชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิง  คือ Nitrosomonas spp.
และ Nitrobacter spp  ดวยวิธีฟชตรวจพบแบคทีเรียกลุมไนตริไฟอิงในปริมาณที่ไมมากนัก (รอยละ 
7.76-8.87 และ 6.31-7.78 ตามลําดับ) เพราะเชื้อทั้งสองไดใชแอมโมเนียมและไนไตรตเปนแหลง
อาหารสําหรับการเจริญและสรางไนเตรทสําหรับการเจริญของเมทาโนโทรฟแบคทีเรียไปบางสวน
ทําใหมีขอจํากัดทางดานอาหารและความเปนกรดดางที่ไมเหมาะตอการเจริญทําใหพบเชื้อทั้งสอง
ในปริมาณต่ํา
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ขอเสนอแนะ

จากการศึกษาความสามารถในการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชั้นสุดทายพ้ืนที่
ฝงกลบมูลฝอย อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี เพื่อจําแนกประเภทและปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟ
พบวามีสิ่งที่นาสนใจในการทําการศึกษาตอไป คือ

1. ควรทําการเลี้ยงเชื้อเมทาโนโทรฟดวยวิธีเอ็มพีเอ็นดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่จะสามารถทํา
ใหเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียที่อาศัยในดินกลบทับชั้นสุดทายในพื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่มีภาวะเปน
กรดเจริญอยางเต็มที่

2. จากการทดลอง พบวา ปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟที่ทําการศึกษาดวยวิธีฟชมิไดมี
การหาปริมาณของเชื้อเมทาโนโทรฟทั้งหมดจริง  จึงควรใชโพรปที่จําเพาะตอเชื้อเมทาโนโทรฟ
แบคทีเรียในทุกสายพันธุ เพื่อทราบจํานวนที่แตกตางระหวางเมทาโนโทรฟทั้งหมดกับปริมาณ
เชื้อจุลินทรียที่อาศัยในตัวอยางที่ทําการศึกษา

3. ควรทําการศึกษาเพื่อจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟที่มีบทบาทในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน 
ในพื่นที่ฝงกลบมูลฝอยอายุนอย (อายุการใชงานนาน 1-2 ป) เพื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาครั้งนี้

4. ควรทําการศึกษาในการใชสารในการปรับปรุงความเปนกรดในดินใหมีความเปนกลาง
มากขึ้น  อาทิ  ปูนขาว  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการเกิดมีเทนออกซิเดชัน
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ภาคผนวก ก

พื้นที่ฝงกลบมูลฝอยที่ทําการศึกษา  วัสดแุละอุปกรณตางๆที่ใชในการทดลอง
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ภาพผนวกที่ ก1  แผนที่พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  อ. ลาดหลุมแกว  จ.ปทุมธานี 
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ภาพผนวกที่ ก2 พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย  อ. ลาดหลุมแกว  จ.ปทุมธานี  ที่ทําการศกึษาดินกลบทับชั้น
             สุดทายในงานวิจัยครั้งนี้

ภาพผนวกที่ ก3 จุดที่ทําการศึกษาดินกลบทับชั้นสุดทายพืน้ที่ฝงกลบมูลฝอย
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ภาพผนวกที่ ก4  ขวดซีรัมขนาด 20 และ 118 มิลลิลิตรที่ใชในการทดลอง

ภาพผนวกที่ ก5  สไลดหลุมชนิด 14 หลุมที่ใชในการทดลอง
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ภาคผนวก ข

ผลการทดลองจากการศึกษาลักษณะดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย
และการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิชัน
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 ตารางผนวกที่ ข2 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
  อ.ลาดหลุมแกว 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 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
  อ.ลาดหลุมแกว 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 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
 อ.ลาดหลุมแกว 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 ผลการวิเคราะหลักษณะสมบัตขิองดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
 อ.ลาดหลุมแกว 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 คาเฉลี่ยผลการวิเคราะหกาซมีเทนที่ระดับความลึกตางๆ

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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การคํานวณการเปลี่ยนหนวยของกาซจากเปอรเซนต (%)  เปนไมโครโมล (µmol)

การศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในดินกลบทับชัน้สุดทายของพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย 
อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธานี  ที่ระดับความลึกตางๆ

สภาวะของการทดลอง

ปริมาตรของขวดซีรัมทีใ่ชในการทดลอง  118  มิลลิลิตร (ml)
น้ําหนักเปยกของดิน  10  กรัม (g)
ปริมาณความชื้นของดนิ

ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ 15.65
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  22.51
ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  25.28
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  26.37

น้ําหนักแหงของดินเทากับ
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)

ความหนาแนนของดนิ  1,111  กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร  ( 1.11 กรัมตอมิลลิลิตร ) 
ปริมาตรของดิน =  10  กรัม  / 1.11  กรัมตอมิลลิลิตร

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

=  108.991 มิลลิลิตร (ml)
อุณหภูมิขณะทดลอง  30  องศาเซลเซียส  ( 303  เคลวิน )  
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สมมติความดันภายในขวดซีรัมเทากับ  1  ความดันบรรยากาศ (atm)
ในระบบปดสามารถคํานวณหนวยของกาซเปนโมล ( mole )  จากสมการ

เมื่อ P  =  Partial  pressue  หรือ  เปอรเซนตของกาซ
   R  =  82.06  atm . ml /  mole . K

K  =  303  K
n  =  จํานวนโมลของกาซ

  
จํานวนโมลของกาซ  CH4  ( mole) = (A%)(108.991 ml) 

การคํานวณอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชนั

 เริ่มจากการเปลี่ยนหนวยของกาซจากเปอรเซนต (%) เปนไมโครโมล ( µmol )  
 นําน้ําหนักแหงของดินที่ระดับความลึกตางๆมาหารเพื่อเปรียบเทียบตอกรัมดิน 

(น้ําหนักแหง)
 และนําขอมูลในการลดลงของมีเทนตอกรัมดิน (น้ําหนกัแหง)  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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Duplicate 1

Duplicate 2

ภาพผนวกที่ ข2  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 1 ที่ความลึก 0-15 ซม.

y = -0.3813x + 19.978

y = -0.3055x + 23.163
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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.

y = -0.6154x + 22.563

y = -0.6552x + 23.228
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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.

y = -0.2899x + 20.576

y = -0.4061x + 20.297
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Duplicate 2

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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Duplicate 2

ภาพผนวกที่ ข8  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 2 ที่ความลึก 31-45 ซม.

y = -0.3467x + 22.094

y = -0.3062x + 21.916
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Duplicate 2

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.

y = -0.4187x + 31.357

y = -0.4057x + 33.594
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ภาพผนวกที่ ข11  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 3 ที่ความลึก 15-30 ซม.



101

y = -0.4817x + 23.196

y = -0.5186x + 31.502
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Duplicte 1
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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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Duplicate 1

Duplicate 2

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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Duplicate 2

ภาพผนวกที่ ข14  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 0-15 ซม.

y = -0.5478x + 24.722

y = -0.3512x + 27.549
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Duplicate 1

Duplicate 2

ภาพผนวกที่ ข15  ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 4 ที่ความลึก 15-30 ซม.
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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.

y = -0.2904x + 20.077

y = -0.2954x + 19.68
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Duplicate 1
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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
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ภาพผนวกที่ ข21 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชัน ณ จุดเก็บที่ 5 ที่ความลึก 46-60 ซม.
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ภาคผนวก  ค

การศึกษาปริมาณเชือ้เมทาโนโทรฟดวยวธิีเอ็มพีเอ็น
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  NMS  ( NMS  :  Nitrate  Mineral  Salts  Medium  )

สวนประกอบ

 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

ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตรแลวจึงนํามาตมโดยคอยๆเพิ่มอุณหภูมิจนกระท่ังเดือด ปรับ pH 
เปน 8.3 และนําอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวนําไป Autoclave ที่ความดัน 15 psi, อุณหภูมิ 121 oซ นาน 
15 นาที
  

การคํานวณเพื่อวิเคราะหปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟในหนวย  MPN / g soil

สภาวะของการทดลอง

น้ําหนักเปยกของดิน  1  กรัม (g)  ในสารละลายเจือจาง  9.5  มิลลิลิตร
ปริมาณความชื้นของดนิ

ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ 15.65
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  22.51
ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  25.28
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  26.37
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น้ําหนักแหงของดินเทากับ
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)

นําผลการการศึกษาของเช้ือเมทาโนโทรฟทีใ่หผลการทดลองเปนบวกและลบมาทําการ
คํานวณดังสมการดานบนแลวจึงคูณดวยปริมาตรของสารละลายเจือจาง  ( 9.5 มิลลิลิตร )  และหาร
ดวยน้ําหนักแหงของแตละตัวอยาง

ปริมาณเชื้อจุลินทรีย  ( MPN / ml ) =       จํานวนหลอดที่ใหผลบวก

          [ปริมาณตัวอยางที่ใหผลลบ(ml) X ปริมาณตัวอยางในทุกหลอด(ml)]
0.5
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ภาพผนวกที่ ค1 การศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟแบคทีเรียดวยวิธีการเอ็มพีเอ็นในระบบ 3 ขวด

ภาพผนวกที่ ค2  เปรียบเทียบลักษณะของผลการศึกษาดวยวิธีเอ็มพีเอ็นที่ระดับความเขมขนเดียวกัน
            ในวันที่  1  และ  45
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ตารางผนวกที่  ค1  ปริมาณขวดซีรัมทีใ่หผลบวกในการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟดวยวิธี
เอ็มพีเอ็นที่ระดับความลึกตางๆ

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

การศึกษาและวิเคราะหจํานวนเชื้อจุลินทรียดวยวธิีฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชนั
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การคํานวณเพื่อวิเคราะหปริมาณเชื้อจุลินทรียในหนวย  Cells / g soil

สภาวะของการทดลอง

น้ําหนักเปยกของดิน  3  กรัม (g) ในสารละลายเจือจาง  9.5  มิลลิลิตร
ปริมาณความชื้นของดนิ

ที่ระดับความลึก    0 – 15  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ 15.65
ที่ระดับความลึก  16 – 30  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  22.51
ที่ระดับความลึก  31 – 45  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  25.28
ที่ระดับความลึก  46 – 60  เซนติเมตร  ประมาณรอยละ  26.37

น้ําหนักแหงของดินเทากับ
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  ที่หยดบนสไลดแบบหลุม      3   ไมโครลิตร ( µl )
กําลังขยายของกลองจุลทรรศนที่ใชในการขยาย  100    เทา
Field  Number   ของกลอง            22
รัศมีของหลุมในสไลด            2.5    มิลลิเมตร  (mm.)

ขนาดของพื้นที่ที่มองเห็นจากเลนสตา =   r2

=   x (22 / 2  x 100 )2

ขนาดพื้นที่ของหลุมในสไลด =   r2

=   x ( 2.5 )2

กําหนดจํานวนเซลลที่นับไดเฉลี่ยตอภาพถาย         =       A
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Cell / g soil  =  A  x   x ( 2.5 )2 x  9.5  ml  x  1000 µl

การนับจํานวนเซลลจากภาพถายในงานฟลูออเรสเซนตอนิซิตูไฮบริไดเซชนั
  
ในการนับจํานวนเซลลของจุลินทรียที่ทําการศึกษานั้นอาศยัโปรแกรมทางคอมพิวเตอรใน

การนับจํานวนเซลล  ซ่ึงโปรแกรมดังกลาว  คือ  โปรมแกรม  Adobe  Photoshop  CS2  โดยในการ
วิเคราะหปริมาณของเช้ือเมทาโนโทรฟชนดิที่  1  ,  2  ,  Methylocella  palustris  ,  Methylocpsa  
acidiphila  ,  Nitrosomonas  spp.  และ  Nitrobacter  spp.  มีวิธีการดังตอไปนี้

 ใชโปรแกรม  Adobe  Photoshop  CS2   ในการเปด  File  รูปภาพที่ไดจากการ
ถายภาพเซลลที่ทําการศึกษาดวยวิธีฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน

 เลือกอุปกรณเปนถังน้ํา  (  Paint  Bucket  Tool  )  เพื่อเปล่ียนตําแหนงหรือบริเวณ
ที่ไมมีการเรืองแสงของเซลล  ( บริเวณที่ไมใชเซลลท่ีตองการศึกษา )  ให
เปลี่ยนเปนสีดําจนกวาจะเหลือเฉพาะจดุหรือเซลลที่มีการเรืองแสงเทานั้น

 คลิกเลือก  Image              Adjustments             Threshold  ที่รอยละ  50  เพื่อ
เปลี่ยนรูปภาพเปนสีขาวดํา  และเลือก  Threshold  ที่รอยละ  50  เพื่อใหไดจํานวน
เซลลที่ปรากฏเทากับที่เลือกไวในตอนแรก

 คลิกเลือกกลอง  Histogram  และลากลูกศรใหครบทั้งภาพเพื่อนับจํานวนเซลลที่
ปรากฎ  โดยผลการนับจะแสดงอยูใน  Count  ในกลอง  Histogram  ดังกลาว        

 x (22 / 2 x 100)2   x  3  µl  x 1  ml x  dry weight 
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ภาพผนวกที่ ง1  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณจุลินทรียทั้งหมดที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทาย
             พื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย DAPI)

ภาพผนวกที่ ง2  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟชนิดที่  1  ที่ตรวจพบในดินกลบทับ   
                          ช้ันสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย  M84+M705)



115

ภาพผนวกที่ ง3  ภาพถายผลารศึกษาปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟชนิดที่  2  ที่ตรวจพบในดินกลบทับ
                          ช้ันสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย Mα450)

ภาพผนวกที่ ง4  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟสายพันธุ  Methylocapsa 
                           acidiphila  ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลล   
                           ดวย Mcaps-1032)
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ภาพผนวกที่ ง5  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟสายพันธุ Methylocella  palustris  
                          ท่ีตรวจพบในดินกลบทับชั้นสุดทายพื้นทีฝ่งกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย Mcells-     
                          1026)

ภาพผนวกที่ ง6  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือ  Nitrosomonas  spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
                          สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย  NSM 156)
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ภาพผนวกที่ ง7  ภาพถายผลการศึกษาปริมาณเช้ือ  Nitrobacter  spp. ที่ตรวจพบในดินกลบทับชั้น
                          สุดทายพื้นที่ฝงกลบมูลฝอย (ยอมเซลลดวย  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


