
 
 

บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจยั  

 
 ในการศึกษาในครัง้นี้  ผู้วิจ ัยได้มีการเตรียมการทดลองโดยใช้อุปกรณ์และสารเคมีใน
การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสงัเคราะห ์Methanol ใน Methanotrophic Bacteria โดยใชถ้งั
ปฏกิรณ์ชวีภาพจ าเพาะ โดยมรีายละเอยีดดงันี้ 
 
3.1 อปุกรณ์  

  1) ถงัปฏกิรณ์ชวีภาพ (Bioreactor) 
  2) หลอดเกบ็ตวัอยา่งดนิ (soil tube) ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 1.5 เซนตเิมตร ยาว 8    
    เซนตเิมตร 

 3) ถุงปราศจากเชือ้ส าหรบับรรจตุวัอยา่งดนิ (sterile bag) 
 4) หลอดฝาเกลยีว (screw cap test tube) ขนาด 50 มลิลลิติร 
 5) ขวดวดัปรมิาตร (volumetric flask) ขนาด 10, 100 และ 1,000 มลิลลิติร 
 6) ขวดรปูชมพู่ (conical flask) ขนาด 125 และ 250 มลิลลิติร 
 7) บกีเกอร ์(beaker) ขนาด 25, 100 และ 500 มลิลลิติร 
 8) แท่งแกว้คน (stirring rod) 
 9) ปิเปตต ์(pipette) ขนาด 1 และ 10 มลิลลิติร 
 10) ไมโครปิเปตต ์(micropipette) 
 11) ปิเปตตท์ปิ (pipette tip) 
 12) ลวดเขีย่เชือ้ (loop) 
 
3.2 สารเคมีและอาหารเล้ียงเช้ือ 
  1) ก๊าซมเีทนบรสิุทธิ ์รอ้ยละ 99 
  2) ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์รอ้ยละ 99 
  3) ก๊าซออกซเิจน รอ้ยละ 99 
  4) ก๊าซไนโตรเจน รอ้ยละ 99 

5) Phosphhate Buffer Saline (Gibthai, Thailand) 
6) Nitrate Mineral Salt (NMS, Difco, USA) 
7) Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA) 
8) Takara Ex Taq DNA polymerase (Takara Shuzo Co., Ltd, Japan) 
9) Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA) 
10) Ethidium bromide (Sigma, Aldrich, USA) 
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11) Oligonucleotide primers  
12) 1-kb DNA ladder (Fermentus, USA) 

 
3.3 เครื่องมือ 
   3.3.1) pH meter ทีใ่ชใ้นการวดัปรมิาณความเป็นกรด-ด่าง ในถงัปฏกิรณ์จ าเพาะโดย
คุณลกัษณะดงันี้ 
    1) mini pH meter pH-900 
    2) range : 0.00-14.0 pH. 
    3) resolution : 0.01 pH. 
    4) accuracy : +/-0.05 pH. 
    5) temp.°C : 0-60 °C. 
    6) calibration : two-point at 4.01 pH or 6.86 pH or 9.18 pH. 
 

 
 
ภาพท่ี 3.1 pH meter 
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  3.3.2) เทอรโ์มมเิตอร ์ (thermometer) ใช้ในการวดัอุณหภูมใินหน่วยองศาเซลเซยีสและ
องศาฟาเรนไฮน์ (-20°-110° C, 1° increments; 0°-220° F, 2° increments). ใชอ่้านค่าไดท้นัท ี
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 3.2 เทอรโ์มมเิตอร ์
 
  3.3.3) มานอมเิตอร ์ (manometer) ใชว้ดัความดนัเกจ โดยวดัที่ค่าความดนัต ่าๆ อาศยั
หลกัการ balance pressure กบัน ้าหนักของของเหลวภายใน column ดงันัน้ การตอบสนองการวดั
ของ manometer ขึน้อยูก่บัการเคลื่อนไหวของของเหลวใน column ลกัษณะเป็นหลอดแก้วรปูตวั U 
และต้องเตมิของเหลวเขา้ไปบางส่วน ซึง่ที่นิยมใชท้ี่สุดคอื น ้า, ปรอท เนื่องจากว่าทัง้ 2 ชนิดมคี่า 
specific weight คงทีแ่มอุ้ณหภูมจิะเปลีย่นไปกต็าม โดยปล่อยปลายดา้นหนึ่งไวก้บับรรยากาศและ
ปลายดา้นหน่ึงต่อเขา้กบัจดุวดัความดนั หรอือาจต่อปลายทัง้สองเขา้กบัจุดวดัความดนักไ็ด ้สามารถ
อ่านและบนัทกึค่าไดค้่อนขา้งแมน่ย า 
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ภาพท่ี 3.3 water manometer 
 
  3.3.4) เครือ่งเกบ็ตวัอยา่งอากาศแบบตดิตามตวั (personal pump) ใชใ้นการเกบ็แก๊ส
มเีทนทีม่กีารเตมิเขา้ไปในถงัปฏกิรณ์จ าเพาะ โดยมรีายละเอยีดดงันี้ 
    1) Sampling: multi sorbent tube, filter, impringer, bags  
     2) มาตรฐาน NIOSH หรอื OSHA  
     3) ช่วงอตัราการไหล5–5000ml/min (low and high)  
     4) การท างานชนิดอตัราการไหลคงทีไ่มเ่กนิ +/-5%  
     5) อตัราการไหลของอากาศในช่วง 1-5 ลติร/นาท ี 
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ภาพท่ี 3.4 เครือ่งเกบ็ตวัอยา่งอากาศแบบตดิตามตวั (personal pump) 
  
 3.3.5) ถุงเกบ็ตวัอยา่งอากาศ (air bag) ขนาด 1 ลติร 

 
 
ภาพท่ี 3.5 ถุงเกบ็ตวัอยา่งอากาศ (air bag) 
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 3.3.6) เครื่องวิเคราะห์ก๊าซมเีทนแบบทนัที เป็นเครื่องแบบ single beam infrared 
spectrophotometer การวเิคราะห์ปรมิาณความเข้มข้นของก๊าซไอระเหยของสารอินทรยี์และสาร   
อนินทรยีใ์นอากาศ (portable ambient air analyzer) โดยวดัการดดูกลนืแสงอนิฟราเรดในช่วงความ
ยาวคลื่น 7.7 ถงึ 14.1 ไมโครเมตร 

 
 
ภาพท่ี 3.6 เครือ่งวเิคราะหป์รมิาณความเขม้ขน้ของก๊าซมเีทนแบบทนัท ี 
 
 3.3.7) เครือ่งแก๊สโครมาโตกราฟ (Gas chromatography) เพื่อวเิคราะหป์รมิาณเมทานอล โดย
มรีายละเอยีดดงันี้  
  1) เครือ่งวเิคราะหแ์ก๊สโครมาโตกราฟ CHROMPACK รุ่น CP9001  
  2) Detector : Flame Ionization Detector (FID) 
  3) GC column (0.23 mm30 m; stationary phase, SE-54) 
  4) Mobile Phase Hereum 99.95% 
  5) Pressure : 100 kPa 
  6) Flow rate : 37 ml/min 
  7) Column limit : 325 องศาเซลเซยีส 
  8) Detector temperature : 270 องศาเซลเซยีส 
  9) Inject temperature : 250 องศาเซลเซยีส 
  10) Oven initial : 90 องศาเซลเซยีส 
  11) Oven final : 270 องศาเซลเซยีส 
.  12) Time initial : 1 นาท ี
  13) Time final : 5 นาท ี
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  14) ปรมิาตรทีฉ่ีด 5 มลิลลิติร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.7 เครือ่งแก๊สโครมาโตกราฟ  
 
 3.3.8) เครือ่ง Thermocycler  ใชเ้พิม่ปรมิาณดเีอน็เอส่วน Conserved regions ของ 16S 
rRNA ของแบคทเีรยี Methanotroph  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.8 เครือ่ง Tpersonal Thermocycler 
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 3.3.9) เครือ่ง Electrophoresis ใชแ้ยกดเีอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้าใน agarose gel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.9 การแยกดเีอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยใชเ้ครือ่ง Electrophoresis 
 
 3.3.10 เครือ่งเขยา่อตัโนมตั ิ(Shaker) ส าหรบัการใชง้านดา้นการเพาะเลีย้งเชือ้แบคทเีรยี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.10 การเพะเลีย้งเชือ้แบคทเีรยี โดยใชเ้ครือ่งเขยา่ 
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 3.4 การลงพื้นท่ีส ารวจข้อมลูและเกบ็ตวัอย่าง 
          ลงพืน้ทีส่ ารวจสภาพทัว่ไปในพืน้ทีเ่ป้าหมายและสุ่มเกบ็ตวัอยา่งดนิ 
 3.4.1 เกบ็ตวัอย่างดนิหลุมฝ ัง่กลบ บรเิวณพืน้ทีก่ าจดัขยะมลูฝอย ต าบลคลองขวาง อ าเภอ
ไทรน้อย จงัหวดันนทบุร ีโดยเทคนิคการเกบ็จะท าการสุ่มพืน้ทีอ่อกเป็น 15 จุดย่อย (ภาพที ่ 3.11) 
และเกบ็ตวัอยา่งดนิโดยใช ้Soil tube เป็นอุปกรณ์เกบ็ ความลกึในการเกบ็ 6 นิ้ว และ 12 นิ้ว 
 3.4.2 เก็บตวัอย่างดนิทัง้หมดแล้วน ามารวมกนั คลุกเคล้าดนิในถงัให้เขา้กนัและท าการ 
quartering ดนิออกเป็น 4 ส่วน (ภาพที ่3.12) แลว้น ามา 2 ส่วนเพื่อท าการทดลอง โดยดนิ 2 ส่วน
นัน้มนี ้าหนกัประมาณ 1-2 กโิลกรมั  
 3.4.3 เกบ็ตวัอย่างดนิประมาณ 1 กโิลกรมั เพื่อน าไปคดัแยกและจ าแนกชนิดของแบคทเีรยี
โดยการสุ่มพืน้ทีอ่อกเป็นจดุยอ่ย แปลงละ 15 จดุ ตวัอยา่งดนิทีเ่กบ็แสดงในภาพที ่3.13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.11 การสุ่มพืน้ทีอ่อกเป็นจุดยอ่ย แปลงละ 15 จุด  
 
 
 
 
 



46 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.12 การคลุกเคลา้ดนิตวัอยา่งและการ Quartering ดนิออกเป็น 4 ส่วน โดยกองดนิเป็นรปู
ฝาชแีลว้ใชม้อืขดีเป็นกากบาท (+) บนยอดฝาช ีเพื่อแบ่งกองดนิเป็น 4 ส่วน  
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 3.13 ตวัอยา่งดนิทีเ่กบ็มาจากแหล่งฝงักลบขยะ ในเขตอ าเภอไทรน้อย จงัหวดันนทบุร ี
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3.5 วิธีการด าเนินการวิจยั และสถานท่ีท าการทดลอง  
 3.5.1 วิธีการด าเนินการวิจยั 

  1) ลงพืน้ทีส่ ารวจพืน้ทีเ่กบ็ตวัอย่างดนิจากแหล่งฝงักลบขยะ ในเขตอ าเภอไทรน้อย 
จงัหวดันนทบุร ี  
           2) การคดัแยกแบคทเีรยี Methanotroph จากดนิ โดยน าตวัอย่างดนิมาแยกเชือ้ดว้ย
อาหารเลีย้งเชือ้ Nitrate Mineral Salt (NMS) ทีบ่รรจุก๊าซมเีทนบรสิุทธิ ์รอ้ยละ 99.9 เขย่าโดยใช้
เครือ่งเขยา่ทีค่วามเรว็รอบ 120 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 2 สปัดาห ์
  3) ท าการจ าแนกแบคทเีรยีทีแ่ยกได ้ดว้ยเทคนิคทางอณูชวีวทิยา โดยสกดัดเีอนเอ
ของแบคทเีรยีและใชว้ธิกีาร amplify ส่วน conserved regions ของ 16S rRNA ของแบคทเีรยี โดย
ใชเ้ครื่อง PCR และล าดบัเบสของ Primer ไดแ้ก่ Forward universal bacterial primer (27f) 5
AGAGTTTGATCMIGGCTCAG3   และ Reverse universal bacterial primer (1525r) 5
AAGGAGGTGWTCCARCC 3  โดยใช ้condition ของ PCR Cycle ดงันี้ 
       5.1) Initial deraturation 95 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี
       5.2) Denaturation  95 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท ี
                 5.3) Annealing  57 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี
       5.4) Extension  72 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี
       5.5) Final extension 72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี

4) น าผลการ Amplify 16S rRNA ของแบคทเีรยีทีไ่ดม้าวเิคราะหล์ าดบัเบสดว้ยวธิ ี
Sequencing เพื่อยนืยนัการจดัจ าแนกแบคทเีรยี Methanotroph                                                                                                                               
  5) น าล าดบัเบส 16S rRNA ของแบคทเีรยี Methanotroph สายพนัธุ์ทีแ่ยกได้ใน
ประเทศไทย ที่วิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบกับล าดบัเบสในฐานข้อมูลของ GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLAST ของ the National Center for Biotechnology Information (NCBI) เพื่อยนืยนัผล
การจดัจ าแนก  

6) น าล าดบัเบส 16S rRNA ของแบคทเีรยี Methanotroph สายพนัธุท์ีแ่ยกไดใ้น
ประเทศไทย ไปรายงาน (submission) ในฐานขอ้มลูของ GenBank เพื่อเผยแพรใ่นระดบันานาชาต ิ                                                               
  7) ศกึษาเบือ้งต้นในการผลติเมทานอลของเชื้อทีแ่ยกได ้ตามวธิขีอง Lee และคณะ 
(2004) และ Xin และคณะ (2004) โดยใชเ้ชือ้บรสิุทธิ ์ทีค่วามเขม้ขน้ 0.6 กรมัต่อลติร เลีย้งในอาหาร 
NMS และใหก๊้าซมเีทนบรสิุทธิ ์ในปรมิาณรอ้ยละ 20 ใหป้รมิาณก๊าซ CO2, O2 และ N2  รอ้ยละ 40, 
20 และ 20 ตามล าดบัเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมหิ้อง rpm ตรวจวดัปรมิาณ เมทานอลด้วยเครื่อง Gas 
Chromatography (GC) (ภาพที ่3.14) 

 
 

 
35 Cycles 
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ภาพท่ี 3.14 การเลีย้งเชือ้ในถงัปฏกิรณ์ชวีภาพจ าเพาะ 
 

8) ศกึษาเพื่อคดัเลอืกสภาวะทีม่คีวามเหมาะสมในการผลติเมทานอลของเชือ้ทีแ่ยก
ได ้ในปฏกิริยิาการผลติเมทานอลในถงัปฏกิรณ์ชวีภาพ โดยศกึษาผลของปจัจยัต่างๆทีเ่หมาะสมใน
การท าปฏกิริยิา ไดแ้ก่ สดัส่วนเปอรเ์ซน็ต์ของ CH4, CO2, O2 และ N2 การเตมิไอออนโลหะ ความ
เขม้ขน้ของเกลอื และอุณหภูมทิี่เหมาะสม โดยเลีย้งเชื้อบรสิุทธิแ์บบแขวนลอย ความเขม้ขน้ 3 mg 
น ้าหนกัแหง้/ml ในระบบการผลติแบบกะ (batch experiment) ปรมิาตร 100 เปรยีบเทยีบปรมิาณ เม
ทานอลทีผ่ลติไดจ้ากการเลีย้งเชือ้ในแต่ละสภาวะ 
  9) วเิคราะหค์ุณสมบตัขิองเมทานอลทีไ่ด ้โดยน าอาหารเลีย้งเชือ้ทีผ่่านกระบวนการ
หมกัมากลัน่ด้วยเครื่องกลัน่แบบล าดบัส่วน และน าเมทานอลทีก่ลัน่ได ้ณ เวลาทีม่คีวามเขม้ขน้ของ
เมทานอลสงูสุดมาศกึษาคุณสมบตัขิองเมทานอลเทยีบกบัคุณสมบตัพิืน้ฐานของเมทานอล โดยหาค่า
จดุเดอืด ความหนาแน่น ความถ่วงจ าเพาะและความหนืด 

 
  3.5.2 สถานท่ีท าการทดลอง 

1) ศูนยว์ทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัราชภฏัสวนดุสติ 
  2) สถานฝงักลบขยะในเขตอ าเภอไทรน้อย จงัหวดันนทบุร ี
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ภาพท่ี 3.15 สถานทีผ่งักลบขยะในเขตอ าเภอไทรน้อย จงัหวดันนทบุร ี
 


