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การผลิตเมทานอลตอมวลมีเทนท่ีใชไปเม่ือใชมีเทนบริสุทธ์ิและกาซชีวภาพเปน
สารอาหารภายใตสภาวะการกระตุนดวยคอปเปอรและยบัยั้งดวยโซเดยีมคลอไรด 
อัตราการผลิตเมทานอลของแตละสภาวะการทดลองในการคัดเลือกสารละลายและ
ข้ันตอนในการปรับสภาพเมทาโนโทรฟ   
ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจวัดในเวลา 7 วัน โดยมีความเขมขนมีเทนในบรรยากาศ
แตกตางกัน 
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ตอวันท่ีตรวจพบโดยใช 300 มิลลิโมลาร แมกนีเซียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง                
เมทานอลดีไฮโดรจีเนสในการผลิตเมทานอล เปรียบเทียบสภาวะที่มีมีเทนบริสุทธ์ิ
และกาซชีวภาพในการทดลอง   
เม็ดเจลของแคลเซียมอัลจิเนตเร่ิมตนกอนเขาสูระบบ 
เม็ดเจลท่ีอยูในตัวกลางสารยับยั้งชนดิตางๆ จากกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 40 เทา  
ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจวัดท่ีเวลาตางๆ โดยมีอัตราสวนเซลลตออัลจิเนตแตกตาง
กัน เม่ือใชแคลเซียมคลอไรดเปนสารยับยัง้เมทานอลดีไฮโดรจีเนสที่ขนาด 3 
มิลลิเมตร  
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ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจวัดท่ีเวลาตางๆ โดยมีขนาดเม็ดเจลแตกตางกนั  เม่ือใช
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ขวดซีรัมขนาด 25 และ 118 มิลลิลิตรท่ีใชในการทดลอง 
ขวดซีรัมขนาด 25 มิลลิลิตรที่บรรจุเช้ือเมทาโนโทรฟในอาหารเล้ียงเชื้อเอ็นเอ็มเอส 
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เหมาะสมตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟผสม  
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(7) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

CaCl2 = แคลเซียมคลอไรด (Calcium Chloride) 
FAD  = ฟลาวินอะดินนีไดนวิคลีโอไทด (Flavin Adenine Dinucleotide)  
g = กรัม (gram) 
FADH =          ฟอรมัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (Formaldehyde Dehydrogenase) 
FISH = ฟลูออเรสเซนสอินซิตูไฮบริไดซเซชัน (Fluoresence in Situ Hybridization) 
KCl =   โปแทสเซียมคลอไรด (Potassium Chloride) 
kDa = กิโลดอลตัน (Kilo Dalton)  
hr. = ช่ัวโมง (Hour) 
MeOH = เมทานอล (Methanol) 
MgCl2 = แมกนีเซียมคลอไรด (Magnesium Chloride) 
MDH =  เมทานอลดีไฮโดรจีเนส (Methanol Dehydrogenase) 
ml. = มิลลิลิตร (Millilites) 
ml/min = มิลลิลิตรตอนาที (Millilites per minute) 
MMO =   มีเทนมอนอออกซีจีเนส (Methane Monooxygenase) 
MOR = อัตรามีเทนออกซิเดชัน (Methane Oxidation Rate) 
NaCl = โซเดียมคลอไรด (Sodium Chloride) 
NADH  =  นิโคตินาไมดอะดินนีไดนิวคลีโอไทด                                                  

(Nicotinamind Adenine Dinucleotide)  
NMS = ไนเตรทมิเนอรรอลซอลต (Nitrate Mineral Salt) 
PQQ  = ไพโรโลควิโนลีน  ควินนนี (Pyrroloquinoline quinine) 
μ = ไมโคร (Micro) 
n = นาโน (Nano) 
oซ = องศาเซลเซียส (Degree Celsius) 
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การผลิตเมทานอลจากมีเทนดวยเชื้อเมทาโนโทรฟ   
 

Methanol Production from Methane Using Methanotrophs 
 

คํานํา 
 

 การใชน้ํามันเปนมาเปนแหลงพลังงานเปนส่ิงท่ีสําคัญสําหรับการผลิตในอุตสาหกรรม  
เนื่องจากเช้ือเพลิงของโลกมีจํานวนจํากดั  และมีราคาสูง  การใชกาซมีเทนจากกระบวนการบําบัด
ของเสียแบบไรอากาศ หรือจากหลุมฝงกลบมูลฝอยเปนเช้ือเพลิงโดยตรงเปนวิธีการหนึ่งท่ีไดรับ
ความนิยม แตวิธีนี้มีขอจํากดัคืออัตราการผลิตกาซมีเทนไมแนนอนและมีความแปรปรวน
คอนขางมาก  และยังมีคาใชจายสูงในการทําใหกาซมีเทนมีความบริสุทธ์ิมากข้ึน ในธรรมชาติมีเชื้อ
เมทาโนโทรฟ (methanotroph) สามารถเปล่ียนมีเทนเปนเมทานอลในสภาพท่ีมีอากาศไดซ่ึงพบตาม
แหลงท่ีมีมีเทน เชน หนาดนิหลุมฝงกลบมูลฝอย การเปล่ียนรูปมีเทนที่ผลิตจากกระบวนการ
ดังกลาวใหเปนเมทานอลมีขอดีคือ สามารถนําเมทานอลไปใชในกระบวนการตางๆ ไดอยาง
กวางขวางมากข้ึน นอกจากนีเ้มทานอลยังเกบ็รักษาไดงายและสะดวกในการขนสงกวากาซมีเทน 
(Grisalba and Heinzer, 1982) 
 

โดยปกติแลวเมทานอลเปนแอลกอฮอลท่ีไดจากกระบวนการกล่ันไมใตสภาวะไรอากาศ  
จึงเรียกวา แอลกอฮอลจากไม (wood alcohol) ยังสามารถเตรียมไดจากกระบวนการแยกเมทานอล
จากถานหนิ (liquefaction) กระบวนการหมัก (fermentation) วัสดุอินทรียประเภทตางๆ เชน เยื่อไม  
กากพืชไร  เศษผักผลไม  สําหรับการเปล่ียนรูปของมีเทนเปนเมทานอลโดยกระบวนการทางเคมี
เปนไปไดแตตองใชพลังงานท่ีสูงมาก  ซ่ึงตรงกันขามกับกระบวนการทางชีวภาพท่ีใชพลังงานตํ่า 
(Grisalba and Heinzer, 1982) โดยกระบวนการเมตะบอลิซึมของเมทาโนโทรฟจะใชมีเทนเปน
แหลงคารบอนและพลังงานในสภาพท่ีมีออกซิเจน  แลวใหผลิตภณัฑเปนเมทานอลโดยอาศัย
เอนไซมท่ีมีช่ือวามีเทนมอนอออกซิจีเนส (methane monooxygenase: MMO) (สมการท่ี 1) หลังจาก
นั้นเมทานอลจะถูกนําไปใชตอในเซลลโดยเปล่ียนเปนฟอรมัลดีไฮด  ดวยเอนไซมเมทานอล-          
ดีไฮโดรจีเนส (methanol dehydrogenase: MDH) ผลผลิตสุดทายของกระบวนการคือ
คารบอนไดออกไซด (Hanson and Hanson, 1996) ดังสมการท่ี 2 

 
CH4 + ½ O2  CH3OH + H2O    (1)

      MMO 
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 CH3OH    HCHO    HCOOH    CO2   (2) 
 
(หมายเหตุ  MMO: Methane monooxygenase MDH: Methanol dehydrogenase;                             
                   FADH: Formaldehyde dehydrogenase; FAD: Formate dehydrogenase) 
 

การผลิตเมทานอลโดยเมทาโนโทรฟจึงจําเปนตองยับยั้ง เมทานอลดีไฮโดรจีเนส  (Grisalba 
and Heinzer, 1982; Furoto et al., 1999; Lee et al. 2004; Xin et al., 2004)  เนื่องจากกรดอะมิโน     
ลิวซิว (lysyl  residues) ซ่ึงอยูบนผิวของเมทานอลดีไฮโดรจีเนสกับหมูคารบอกซีเลท (carboxylate) 
บนผิวของ cytochrome cL  เช่ือมตอกันดวยแรงไอออนนคิ (ionic interactions)   Cox et al. (1992) 
พบวาสารท่ีมีแรงไอออนิคสูง ไดแก สารละลายเกลือสามารถยับยั้งการเคล่ือนยายอิเล็คตรอน
ระหวางเมทานอลดีไฮโดรจเีนสและ cytochrome cL  ทําใหเมทานอลดีไฮโดรจีเนส ไมสามารถ
ทํางานได   โดย Lee et al.(2004) รายงานวาความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 200 มิลลิโมลาร  
เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมในการยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส  อยางไรก็ตามไมมีการรายงานถึง
การใชเกลือชนิดอ่ืนๆ ในการยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสในการผลิตเมทานอล  นอกจากนี้
คารบอนไดออกไซดซ่ึงเปนผลิตภัณฑสุดทายในกระบวนการเมทาบอลิซึมของเมทาโนโทรฟนั้นก็
สามารถยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส ไดเชนกันโดย Xin et al. (2004) ไดรายงานการปริมาณ
อัตราสวนของกาซแตละชนดิท่ีเหมาะสมตอการผลิตเมทานอลโดยเช้ือจุลินทรียบริสุทธ์ิ 
Methylosinus trichosporium OB3b คือ มีเทนรอยละ 20  ออกซิเจนรอยละ 20 ไนโตรเจนรอยละ 20 
และคารบอนไดออกไซดรอยละ 40 ในระบบการผลิตแบบตอเนื่อง  

  
ดังนั้นงานวิจยันี้จึงไดทําการศึกษาการผลิตเมทานอลโดยเช้ือเมทาโนโทรฟผสมซ่ึงมีขอดี

กวาการใชเช้ือบริสุทธ์ิเนื่องจากไมจําเปนตองระวังเร่ืองการปนเปอนเช้ือภายนอกมากนัก  โดยทํา 
การศึกษาชนดิและความเขมขนของเกลือท่ีมีความเหมาะสมในการยับยัง้เมทานอลดีไฮโดรจีเนส  
ชนิดของสารละลายในการผลิตเมทานอล ปริมาณมีเทนที่มีความเหมาะสมในการผลิตเมทานอล  
การใชเกลือรวมกับกาซชีวภาพในการผลิตเมทานอลแบบเซลลแขวนลอยและการผลิตเมทานอล
โดยการตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนต  โดยการตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตเปนวิธีท่ีปลอดภัย
และไดรับการยอมรับใหใชเปนวัตถุเจือปนในอาหารได (สมใจ, 2545; ดุษฎี, 2546)  เนื่องจาก             
เมทาโนโทรฟเปนแบคทีเรียท่ีมีโปรตีนสูง (Hanson and Hanson, 1996)  ดังนั้นการตรึงเซลลดวย
แคลเซียมอัลจิเนตจึงสามารถนําไปใชเปนอาหารสัตวไดหลังจากส้ินสุดกระบวนการ  นอกจากนั้น
ยังรักษาสภาพแบคทีเรียไดนานสามารถนํามาใชตอไดหลายคร้ัง (สมใจ, 2545; ดุษฎี, 2546) 

  MDH   FADH   FAD 
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วัตถุประสงค 

 
           1.  ศึกษาสภาวะตางๆ ท่ีมีผลตอกระบวนการผลิตเมทานอลจากกาซมีเทนทางชีวภาพของ             
จุลินทรียเมทาโนโทรฟแบบผสมในเซลลแขวนลอย ไดแก ปริมาณมีเทนท่ีมีความเหมาะสมตอ
กิจกรรมของเมทาโนโทรฟ  อุณหภูมิ  ชนดิของสารละลายและข้ันตอนท่ีใชในการปรับสภาพเช้ือ
เมทาโนโทรฟในการผลิตเมทานอล  ปริมาณมีเทนท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตเมทานอล ชนิด
และความเขมขนของเกลือท่ีมีความเหมาะสมในการยับยัง้เอนไซมเมทานอลดีไฮโดรจีเนส  และ
การศึกษาการใชเกลือรวมกบักาซชีวภาพในการผลิตเมทานอล  

 
  2.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเมทานอลโดยเซลลท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนต  
ไดแก ชนิดของเกลือท่ีใชเปนสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสที่มีผลตอความคงตัวของเม็ดเจล  
อัตราสวนเซลลตอแคลเซียมอัลจิเนต และ ขนาดของเม็ดเจล 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

 
1.  การทดลองใชระบบการผลิตเมทานอลแบบเปนกะในหองปฏิบัติการท้ังหมด  โดยเช้ือ          

เมทาโนโทรฟท่ีใชเปนเช้ือเมทาโนโทรฟแบบผสมซ่ึงคัดแยกจากดินหลุมฝงกลบจําลอง  
 

2.  กาซมีเทนบริสุทธ์ิท่ีใชในการทดลองคือกาซมีเทนความบริสุทธ์ิรอยละ 99.9  และกาซ
ชีวภาพสังเคราะหท่ีใชมีอัตราสวนระหวางกาซมีเทนตอกาซคารบอนไดออกไซดเทากบั 60 ตอ 40  
 

3.  การตรวจหาชนิดเช้ือเมทาโนโทรฟแบคทีเรีย Type I และ Type II  ดวยวิธีการฟช 
 

4.  สารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสที่ใชคือ เกลือโซเดียมคลอไรด  แมกนีเซียมคลอไรด
แคลเซียมคลอไรด  และโปแทสเซียมคลอไรด 
 

5.  วัสดุท่ีใชในการตรึงเซลลในการวจิัยคือแคลเซียมอัลจิเนต 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
 สามารถผลิตเมทานอลจากกาซชีวภาพโดยแบคทีเรียเมทาโนโทรฟไดอยางมีประสิทธิภาพ
ในระบบการผลิตแบบเปนกะท้ังในรูปแบบเซลลแขวนลอยและเซลลท่ีถูกตรึงดวย 
แคลเซียมอัลจิเนต 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  กาซชีวภาพ 

  
กาซชีวภาพ (biogas) คือ กาซท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ  จากปฏิกิริยายอยสลายพวก

อินทรียวัตถุตาง ไดแก คารโบไฮเดรต  โปรตีน  ไขมัน ฯลฯ ซ่ึงเปนสารประกอบเชิงซอนท่ีมี
โมเลกุลขนาดใหญ  (พัชริน, 2538; วีรพันธ, 2538; มงคลและคณะ, 2535) การยอยสลายจะเกิดข้ึน
โดยการทําปฏิกิริยาของจุลินทรียภายใตสภาวะไรออกซิเจน (anaerobic  process) ผลผลิตท่ีไดจาก
การยอยสลาย  คือ  กาซผสมหลายชนิดข้ึนอยูกับชนดิของแบคทีเรีย (กรมควบคุมมลพิษ, 2540)   

 
1.1 องคประกอบและแหลงกําเนิดของกาซชีวภาพ 
 

องคประกอบสวนใหญของกาซชีวภาพจะเปนกาซมีเทน (CH4) รอยละ 50 – 70 และ
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) รอยละ 25 – 40 สวนท่ีเหลือเปนกาซอ่ืนๆ เชน กาซไนโตรเจน  
กาซไฮโดรเจน  กาซคารบอนมอนอกไซด  และกาซไฮโดรเจนซัลไฟด องคประกอบของกาซ
ชีวภาพแสดงในตารางท่ี 1  

 
กาซมีเทนเปนกาซท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดในองคประกอบของกาซชีวภาพ  ในแตละปมี

การปลดปลอยกาซมีเทนออกมาสูช้ันบรรยากาศโลกเปนจํานวนมาก  แหลงธรรมชาติท่ีมีการ
ปลดปลอยกาซมีเทน ไดแก พื้นที่ชุมน้ํา  บอน้ํา  นาขาว ฯลฯ นอกจากนีย้ังมีการแพรระบายออกมา
จากอุตสาหกรรมปโตรเลียม  มูลสัตว  โรงงานบําบัดน้ําเสีย  หลุมฝงกลบมูลฝอย  แหลงกําเนิด  กาซ
มีเทนและปรมิาณกาซมีเทนท่ีปลดปลอยดังแสดงในตารางท่ี 2 

 
1.2 อิทธิพลของกาซชีวภาพตอสภาพภูมิอากาศโลก 

 
                     เนื่องจากกาซชีวภาพมีมีเทนและคารบอนไดออกไซดเปนองคประกอบซ่ึงเปนกาซท่ี
กอใหเกิดสภาวะเรือนกระจกท้ังคู  แตกาซมีเทนจะสงผลกระทบมากกวาเพราะกาซมีเทนสามารถ
ดูดความรอนในช้ันบรรยากาศมากกวาคารบอนไดออกไซดถึง 21 เทา โดยผลกระทบของกาซเรือน
กระจกท่ีมีผลตอโลกมีดังนี ้(IPCC, 1992) 
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ตารางท่ี 1  องคประกอบโดยท่ัวไปของกาซชีวภาพ 
  

องคประกอบ รอยละโดยปริมาตร 
มีเทน 
คารบอนไดออกไซด 
ไนโตรเจน 
ไฮโดรเจน 
คารบอนมอนอกไซด 
ไฮโดรเจนซัลไฟด 
กาซอ่ืนๆ 

50 – 70 
25 – 40 

0.5 – 3.0 
0.5 – 1.5 
0.5 – 1.5 

0.01 – 0.5  
0.01 – 0.5  

 
ท่ีมา:  กรมควบคุมมลพิษ (2538) 
  
ตารางท่ี 2  แหลงกําเนิดกาซมีเทนและปริมาณกาซมีเทนท่ีปลดปลอยในแตละป 

 
ปริมาณการปลดปลอยกาซมีเทน (ตัน/ป) แหลงกําเนิด 

1970 1990 2050 
นาขาวท่ีชุมน้ํา 
พื้นที่ชุมน้ําตามธรรมชาติ 
หลุมฝงกลบมูลฝอย 
การบําบัดของเสียชุมชน 
สัตวเค้ียวเอ้ือง 
มูลสัตว 
ปลวก 
แหลงน้ํา 
การเผาไหมมวลชีวภาพ 
- การตัดไมทําลายปา 
- การเผาทุงหญา 
- การเผาของเสียจากการเกษตร 

53 
111 
24 
17 
66 
12 
20 
15 
 

16 
17 
7 

59 
111 
36 
25 
79 
14 
20 
15 
 

14 
16 
8 

52 
111 
81 
47 

161 
28 
20 
15 
 

12 
6 
9 

 
ท่ีมา:  Kreileman and Bouwman (1994) 
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       1)   ผลกระทบตอภูมิอากาศ คือ ทําใหเกิดภาวะความกดดันของอากาศเพิ่มข้ึนซ่ึง
กอใหเกิดมรสุมพัดแรงกวาปจจุบัน  เกิดหิมะละลายและเกิดน้ําเซาะดินพงัทลาย 
 
        2)   ผลกระทบตอแหลงน้ํา คือ เกิดความแหงแลงข้ึนในบางพื้นท่ี  เกิดปญหาพืชมีความ
ตองการน้ําสูงข้ึนเนื่องจากเกดิการเรงอัตราการสังเคราะหแสงของพืช 
 
        3)   ผลกระทบตอพลังงาน คือ ความแปรปรวนของภูมิอากาศซ่ึงเปนอุปสรรคตอการ
สํารวจคนหาแหลงน้ํามันดิบ 
 
        4)   ผลกระทบตอการเกษตรกรรม คือ อาจมีพืชบางพนัธุสูญพันธุไปเนื่องจากไม
สามารถปรับตัวไดกับการแปรปรวนของภมิูอากาศ 
 

       5)   ผลกระทบตอระดับน้ําทะเล คือ ถาโลกมีอุณหภมิูสูงขึ้น 1.5 – 4.5 oซ จะทําให
ระดับของน้ําทะเลสูงข้ึน 0.4 – 1.2 เมตร เนื่องจากการละลายของน้ําแข็งข้ัวโลก 
 

1.3 การนํากาซชีวภาพมาใชประโยชน 
 

เนื่องจากกาซชีวภาพมีระดบัของกาซมีเทนคอนขางสูง  จึงนิยมนํากาซชีวภาพมาใช
ประโยชนในการเปนเช้ือเพลิงสําหรับเตาหุงตม  ผลิตพลังงานไฟฟา  หมอตมไอน้ําฯ (สมพงษ, 
2549) โดยเฉพาะจากหลุมฝงกลบมูลฝอยมาเปนเช้ือเพลิง (EMCON, 1980) อยางไรกต็ามการใช
มีเทนโดยตรงจากกาซธรรมชาติ  มีขอจํากดักลาวคืออัตราการผลิตกาซชีวภาพไมแนนอนและมี
ความแปรปรวนคอนขางมากซ่ึงข้ึนอยูกับชนิดของสารอินทรียและสภาพภูมิอากาศ  นอกจากนี้ยังมี
คาใชจายสูงในการทําใหกาซมีเทนมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนและการเก็บรักษากาซมีเทนยุงยากและมี
อันตราย 
 
2.  เมทานอล 

 
เมทานอล (methanol) หรือ เมทิลแอลกอฮอล (methyl alcohol) มีสูตรโมเลกุลคือ CH3OH 

และมีโครงสรางของโมเลกุลดังภาพท่ี  1 เมทานอลมีมวลโมเลกุล 32.04 มีสถานะเปนของเหลว ใส 
ละลายนํ้าไดในทุกอัตราสวนจุดเดือดและจุดเยือกแข็งเทากับ 64.7 และ –97.8 oซ ตามลําดับ             
ความหนาแนน 0.7915 กรัมตอมิลลิลิตร (ประเสริฐ, 2546; Bailey and Bailey, 2000) 
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ภาพท่ี 1  โครงสรางโมเลกุลของเมทานอล 
ท่ีมา:  Jordan (2008) 

 
เมทานอลเปนแอลกอฮอลประเภทหนึ่งท่ีมีการใชประโยชนอยางกวางขวาง  โดยในป  คศ.

1980 มีการผลิตเมทานอลในโลกประมาณ 12 ลานเมตริกตัน (Ghisalba and Heizer, 1982) เมทา
นอลสามารถใชเปนพลังงานโดยตรงทดแทนพลังงานน้ํามันเช้ือเพลิง  หรือใชในกระบวนการผลิต
ในอุตสาหกรรมตางๆ  เชน การผลิตสี  การลางอุปกรณตางๆ การใชเปนตัวทําละลาย  เปนวัตถุดิบ
ในการผลิตฟอรมาลดีไฮด (ใชในอุตสาหกรรมการผลิตเรซินและพลาสติก) กรดนํ้าสม เมทิลเอมีน               
คลอโรมีเทน (chloromethanes) เมทิลเมทาคริเลต (methyl-methacrylate) สารไดเมทิลเตตรา-        
พาทาเลต หรือดีเอ็มที (dimethyl terephthalate: DMT) และสารเมทิลเทอชีร่ีบิวทิลอีเทอร (methyl-
butyl ether: MTBE) สารปองกันการแข็งตัว เปนตน (ประเสริฐ, 2546; Weissermel and Arpe, 1993)   

 
เนื่องจากเมทานอลเปนแอลกอฮอลท่ีไดจากกระบวนการกล่ันไมใตสภาวะไรอากาศจงึ

เรียกวา แอลกอฮอลจากไม (wood alcohol) และยังสามารถเตรียมไดจากกระบวนการแยกเมทานอล
จากถานหนิ (liquefaction) กระบวนการหมัก (fermentation) วัสดุอินทรียประเภทตางๆ เชน เยื่อไม  
กากพืชไร เศษผักผลไม  หรือกระบวนการเปล่ียนกาซธรรมชาติเปนเมทานอลโดยอาศัยตัวเรง
ปฏิกิริยา (catalyst) (Grisalba and Heinzer, 1982) ดังแสดงในภาพท่ี 2  

 
สําหรับกระบวนการสังเคราะหเมทานอลโดยการใชกาซชีวภาพหรือกาซมีเทนเปนสารต้ัง

ตนนั้นมีขอดหีลายประการ เชน เมทานอลสะดวกในการขนยาย  การบรรจุมากกวามีเทนเนื่องจาก
การขนสงมีเทนในสถานะของของเหลวภายใตความดันบรรยากาศจะตองเก็บควบคุมและรักษา
อุณหภูมิท่ี – 162 oซ (Grisalba and Heinzer, 1982) และเมทานอลสามารถนําไปใชงานมีเทน  อีกทั้ง
การเปล่ียนมีเทนเปนเมทานอลนั้นยังชวยลดกาซเรือนกระจก  ซ่ึงทําใหเกิดปญหาสภาวะโลกรอน 
โดยกระบวนการท่ีใชในการเปล่ียนมีเทนเปนเมทานอลนั้นมีท้ังกระบวนการทางเคมีและชีวภาพ  
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สําหรับการสังเคราะหเมทานอลจากมีเทนดวยกระบวนการทางเคมีนั้นอาศัยพื้นฐานจาก 3 สมการ
ดังนี ้(Grisalba and Heinzer, 1982) 

 
1)  กระบวนการรีฟอรมม่ิงดวยไอน้ํา (stream reforming)  
 

CH4+ H2O       CO + 3H2   (3) 

 

2)  กระบวนการเปล่ียนคารบอนไดออกไซดเปนคารบอนมอนอกไซด (shift reaction) 

 

CO2+ H2       CO + H2O   (4) 
 

3)  กระบวนการสังเคราะหเมทานอลโดยใชความดันตํ่า (low pressure methanol synthesis) 
 
CO + 2H2       CO + 3H2   (5) 

 
 

 
ภาพท่ี 2  การสังเคราะหเมทานอลจากสารตั้งตนชนิดตางๆ 
ท่ีมา:  Ghisalba and Heinzer (1982) 
 

Ni-catalyst 
(15 – 20 % on Al2O3 or SiO2) 

700 – 900 oC, 1 – 25 bar 

 
Ni-catalyst 

 
Cu-catalyst 

230 – 280 oC, 50 – 100 bar 
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เนื่องจากกระบวนการสังเคราะหเมทานอลทางเคมีโดยอาศัยสมการขางตนนั้นมี
ประสิทธิภาพตํ่าโดยตองใหพลังงานต้ังตนของปฏิกิริยาสูงถึงรอยละ 60 ของพลังงานท่ีไดรับจาก         
เมทานอลซ่ึงเปนผลผลิตจากกระบวนการ (Grisalba and Heinzer, 1982) นอกจากนัน้ยังมีขอจํากัด
อีกหลายประการ เชน คาใชจายท่ีใชในการจัดต้ัง  ดําเนินการและดูแลระบบสูง  ตองการความรอน
สูงในระหวางเกิดปฏิกิริยา  และสารเรงปฏิกิริยาเปนสารกัดกรอน (corrosive) ซ่ึงเปนอันตรายตอ
ผูปฏิบัติงานและส่ิงแวดลอม (Grisalba and Heinzer, 1982; Xin et al., 2004)  ดวยขอจํากัดดังกลาว
ทําใหการผลิตเมทานอลจากมีเทนดวยกระบวนการทางชีวภาพไดรับความสนใจมากกวา  เนื่องจาก
การผลิตเมทานอลจากมีเทนในกระบวนการทางชีวภาพไมจําเปนตองใชสารเคมีท่ีเปนอันตราย  
พลังงานท่ีใชนอยกวากระบวนการทางเคมีมากและมีคาใชจายท่ีต่ํากวาอีกดวย (Xin et al., 2004) 
โดยการผลิตเมทานอลจากมีเทนดวยกระบวนการทางชีวภาพนั้นจะอาศัยกระบวนการมีเทน-      
ออกซิเดช่ันของจุลินทรีย  โดยจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการใชมีเทนซ่ึงมีช่ือวาเมทาโนโทรฟ 
(methanotroph)  

 
3.  เมทาโนโทรฟ 
   
 เมทาโนโทรฟ (methanotroph) หรือ เมทาโนโทรฟคแบคทีเรีย (methanotrophic bacteria) 
เปนแบคทีเรียแกรมลบ (gram negative) มีลักษณะดังภาพท่ี 3 โดยเมทาโนโทรฟจัดเปนแบคทีเรีย
ในกลุมเมทิลโลโทรฟ (methylotroph)  เมทิลโลโทรฟเปนแบคทีเรียท่ีใชอากาศ (aerobic) ซ่ึง
สามารถใชสารประกอบท่ีมีคารบอน 1 อะตอม เชน มีเทน (CH4)  เมทานอล (CH3OH) เมทิลเลท-    
เอมีน  เมทิลเอไมด ฮาโลมีเทน  ฟอรเมท และสารประกอบเมทิลท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบ  
สารประกอบหมู 7 ของมีเทน (halomethane) และสารประกอบเมทิลท่ีมีซัลเฟอรเปนแหลงของ
พลังงานและคารบอน  บางชนิดสามารถใชหมูเมทิลโดยการแตกของสารประกอบอินทรียท่ีมี
คลอรีนหรือยาฆาแมลงพวกคารโบฟูแรน (carbofuran)  สําหรับจุลินทรียกลุมเมทาโนโทรฟใช
คารบอนอะตอมจากกาซมีเทนเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ (Anthony, 1982, 1986, 
1991) โดยในป ค.ศ. 1906 Sohgen et al. ไดแยกแบคทีเรียตัวแรกท่ีสามารถออกซิไดซมีเทนใน
สภาวะท่ีมีอากาศ  คือ Bacillus methanicus ซ่ึงถือวาเปนจลิุนทรียเมทาโนโทรฟตัวแรกท่ีคนพบ 
 

3.1  การจําแนกเช้ือเมทาโนโทรฟทางกายภาพและชีวเคม ี
 
       เมทาโนโทรฟเปนแบคทีเรียท่ีใชคารบอนอะตอมจากกาซมีเทนเปนแหลงคารบอนและ  
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พลังงานในการเจริญ   โดย Whittenbury et al. (1970, 1984)  ไดจําแนกเมทาโนโทรฟไดกวา 100 
ชนิด  โดยอาศยัลักษณะรูปรางของเซลล (cell morphology) รูปแบบของระยะพัก (resting stages 
formed)  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3  ลักษณะภายในของเซลลจุลินทรียเมทาโนโทรฟ 
ท่ีมา:  Artike (2008) 
 
ลักษณะโครงสรางของเยื่อหุมไซโตพลาสมิค (fine structure intracytoplamic membrane) และ
ลักษณะภายนอกท่ัวไป (physiological characteristics) โดยสามารถแบงเช้ือเมทาโนโทรฟดังกลาว
ออกเปน 2 ชนดิดวยกนั คือ เมทาโนโทรฟ Type I ซ่ึงมีลักษณะรูปรางเปนแทงหรือรูปรางเปนทรง
กลม  ไมสามารถเจริญในท่ีท่ีมีอุณหภูมิสูงได (ประมาณ 45 oซ)  ลักษณะของเยื่อหุมไซโตพลาสมิค
มีลักษณะเรียงเปนแผนซอนกันคลายแผนจาน ภายในเซลลมีรูปแบบของระยะพักอยูในรูปของซิสท 
(cyst) ไดแก สายพันธุ Methylomonas spp.และ Methylobacter spp.ในขณะท่ีเช้ือเมทาโนโทรฟ 
Type II มีลักษณะรูปรางเปนแทงและในบางชนิดมีรูปรางเปนวงรี  ไมสามารถเจริญในท่ีท่ีมี
อุณหภูมิสูงได (ประมาณ 45  oซ)  ลักษณะของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดมีลักษณะเปนเยื่อหุม 2 ช้ัน 
ขนานไปกับผนังเซลล  รูปแบบของระยะพักอยูในรูปของซิสท (cyst) และสปอร (spore) ไดแก  
สายพันธุ Methylosinus spp.และ Methylocystis spp. ตอมาไดมีการศึกษาโดยนักวิจยัหลายทานซ่ึง
ไดสรุปวาแบคทีเรียกลุมนี้จะอาศัยเอนไซมมีเทนมอนอออกซี-จีเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (Methane 
Monoxygenase: MMO) เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการออกซิเดชันกาซมีเทนใหเปล่ียนรูปเปนเมทานอล
และฟอรมัลดไีฮดตามลําดับ  ซ่ึงฟอรมัลดีไฮดนี้เปนสารตัวกลางที่สําคัญในการนําไปใชประโยชน
ของเซลลและผลของปฏิกิริยาข้ันสุดทาย คือ กาซคารบอนไดออกไซดดังแสดงในภาพท่ี 4 โดย
เซลลจะสามารถนําฟอรมัลดีไฮดเขามาใชประโยชนในเซลลนั้นจะมีทางในการนําเขาสูเซลล 2 
รูปแบบดวยกนั คือ วิธีอารยเูอ็มพี (RuMP pathway) และวิธีซีรีน (Serine pathway) โดยรูปแบบใน
การนําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสูเซลลนั้นทําใหสามารถจําแนกเช้ือเมทาโนโทรฟออกเปน 2 ชนิด
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ดวยกัน  คือ  ชนิดท่ีนําฟอรมัลดีไฮดเขาสูเซลลดวยวิธีอารยูเอ็มพีจดัเปนเมทาโนโทรฟ Type I และ
ชนิดท่ีนําเอาฟอรมัลดีไฮดเขาสูเซลลดวยวธีิซีรีนจัดเปนเมทาโนโทรฟ Type II (Anthony, 1982, 
1986, 1991; Large and Bamforth, 1988)  นอกจากนี้ยังพบเมทาโนโทรฟสายพันธุใหม คือ            
เมทาโนโทรฟ Type X คือ Methylococcus capsulatus เนือ่งจากมีลักษณะบางประการรวมกัน
ระหวางเมทาโนโทรฟ Type I และ Type II แตมีลักษณะรูปรางโดยสวนใหญเปนทรงกลมและมัก
พบเปนคู (dicocci) สามารถเจริญไดท่ีอุณหภมิู 45 oซ และมีลักษณะของเยื่อหุมไซโตพลาสมิดเรียง
เปนแผนซอนกันคลายแผนจาน  รูปแบบของระยะพักอยูในรูปของซิสท (cyst) อาศัยกระบวนการ
วิธีอารยูเอ็มพแีละวิธีซีรีนในการดูดซึมฟอรมัลดีไฮดเขาไปใชประโยชนภายในเซลล  โดยสามารถ
สรุปลักษณะเฉพาะของเมทาโนโทรฟแตละชนิดดังแสดงในตารางท่ี 3  

 
 

ภาพท่ี 4  วิถีทางในการเกิดมีเทนออกซิเดชนัและการดูดซึมฟอรมัลดีไฮดของเช้ือเมทาโนโทรฟ  
  Type I และ II 

ท่ีมา:  Hanson and Hanson (1996) 
 

3.2 การตรวจพบเช้ือเมทาโนโทรฟในส่ิงแวดลอม 
 
       ในงานวิจยัท่ีไดศึกษากอนหนานีเ้กีย่วกับเช้ือเมทาโนโทรฟพบวาสามารถตรวจพบเช้ือ          

เมทาโนโทรฟแบคทีเรียในบริเวณตางๆ ไดแก พื้นท่ีฝงกลบมูลฝอย  พื้นท่ีในนาขาว  ทะเลสาบ   
เปนตน  โดยในงานวจิัยท่ีศึกษาเมทาโนโทรฟแบคทีเรียในหนาดินกลบทับช้ันสุดทายพื้นท่ีฝงกลบ     
มูลฝอยจริง  เชน Nozhevnikova et al.(1993) พบวาในรัสเซียมีแบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟท้ัง 2  
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ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบลักษณะการจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟ Type I, II และ X 
 

Characteristics Type I Type II Type X 
Cell morphology 
 
 
Growth at 45oC 
Membrane arrangement 
     Bundles of vesicular disks 
     Paired membranes aligned 
Nitrogen fixation 
Resting stages formed 
     Exospore 
     Cysts 
RuMP pathway 
Serine pathway 
Phylogenetic signature probe 

Short rod, usually occur singly ; some cocci or 
ellipsoids 
 

No 
 

Yes 
No 
No 

 
No 

Some strains 
Yes 
No 

1041(5’-CTCCGCTATCTCTAACAGATT-3’) 
1035(5’GATTCTGGATGTCAAGGG-3’) 
MM650(5’-CCTCTACTCAACTCTAGT-3’) 
MM850(5’-TACGTTAGCTCCACCACTAA-3’) 

Crescent-shaped rods, rods, pear-shaped cells, 
sometimes occur in rosettes 

 
No 

 
No 
Yes 
Yes 

 
Some strains 
Some strains 

No 
Yes 

1034(5’-CCATACCGGACATGTCCAAAGC-3’) 
 

 

Cocci, often found as pair  
 
 

Yes 
 

Yes 
No 
Yes 

 
No 

Some strains 
Yes 

Sometimes 
No specific probe has 

been tested 

ที่มา : Bowman et al. (1993) 
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Type แสดงดังตารางท่ี 4  โดยเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II มักพบในสภาพอากาศหนาวเย็น  สวน
งานวิจยัท่ีศึกษาแบคทีเรียชนดิเมทาโนโทรฟในหนาดนิกลบทับจําลอง  เชน  เช้ือเมทาโนโทรฟ 
Type I สามารถเจริญไดดีในบริเวณดานบนของคอลัมนดิน ซ่ึงเปนบริเวณท่ีมีความเขมขนของกาซ
มีเทนตํ่าในขณะท่ีเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II นั้นสามารถเจริญไดดีในบริเวณดานลางของคอลัมน
ดิน  ซ่ึงเปนบริเวณท่ีมีความเขมขนของกาซมีเทนสูงและมีความเขมขนของออกซิเจนต่ํา  แตอยางไร
อัตราการเกิดมเีทนออกซิเดชันในพืน้ท่ีฝงกลบมูลฝอยนั้นจะมีคาลดลงตามระดับความลึกเนื่องดวย
ขอจํากัดทางดานปริมาณออกซิเจน  (Hanson and Hanson, 1996) 
 
ตารางท่ี 4  แบคทีเรียชนิดเมทาโนโทรฟท่ีพบในหนาดนิกลบทับของหลุมฝงกลบมูลฝอยรัสเซีย 
 

สปชีส ชนิดแบคทีเรีย 
เมทาโนโทรฟ 

ความถ่ีที่พบใน
การสุมตัวอยาง 

(รอยละ) 

ความสามารถในการ
เจริญเติบโตที่ 6 oซ (นับจํานวน

โดยใชกลองจุลทรรศน 
Methylococcus capsulatus 
Methylomonas  methanica 
Methylomonas albus 
Methylobacter bovis 
Methylobacter vinelandi 
Methylobacter chroccum 
Methylobacter capsulatus 
Methylosinus sporium 
Methylosinus triosporium 
Metylocystis parvas 
Metylocystis minimus 
Metylocystis methanolicus 
Metylocystis periformis 
Metylocystis 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 เซลล , (++) : 20-50 เซลล, (+++) : 50-100 เซลล 
ท่ีมา:  Nozhevnikova et al. (1993) 
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                     3.3  การผลิตเมทานอลจากมีเทนโดยเมทาโนโทรฟ 
 

       เนื่องจากในระหวางการใชมีเทนเปนแหลงพลังงานของเช้ือเมทาโนโทรฟ  มีการ
เปล่ียนรูปของมีเทนเปนเมทานอลกอน  โดยเช้ือเมทาโนโทรฟจะใชมีเทนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานในสภาพท่ีมีออกซิเจนแลวใหผลิตภัณฑเปนเมทานอลโดยอาศัยเอนไซมมีเทนมอนอ-        
ออกซีจีเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (Methane Monooxygenase: MMO) โดยแสดงสมการไดดังนี ้ 
 

CH4 + ½ O2  CH3OH + H2O     (6) 
      
 อยางไรก็ตามโดยธรรมชาติแลวเมทานอลจะถูกใชตอในเซลลเมทาโนโทรฟโดย

เปล่ียนเปนฟอรมัลดีไฮด  ฟอรเมทและคารบอนไดออกไซดตามลําดับ 
 
CH3OH    HCHO    HCOOH    CO2    (7) 

 
(หมายเหตุ   MDH: Methanol dehydrogenase; FADH: formaldehyde dehydrogenase;                       

       FAD: formate dehydrogenase) 
 
     จะเห็นวาเอนไซมท่ีมีความสําคัญเกี่ยวของกับเมทานอลคือ เอนไซมมีเทนมอนอ-  

ออกซีจีเนสและเมทานอลดีไฮโดรจีเนส (Anthony; 1986) โดยมีเทนอนอออกซีจีเนสเปนเอนไซมท่ี
ออกซิไดซมีเทนเปนเมทานอลและเมทานอลดีไฮโดรจีเนสจะเปล่ียนเมทานอลเปนฟอรมัลดีไฮด  

    
       3.3.1  มีเทนมอนอออกซีจีเนส  

 
        เอนไซมชนิดแรกของวิถีมีเทนออกซิเดชันในเมทาโนโทรฟ คือ มีเทนมอนอ-

ออกซีจีเนสหรือเอ็มเอ็มโอ (MMO) สามารถแบงออกเปน 2 ชนิดดวยกนัคือ เอสเอ็มเอ็มโอ (soluble 
methane monooxygenase: sMMO) และ พีเอ็มเอ็มโอ (particulate methane monooxygenase: 
pMMO) 
 
 
 
 

 MMO 

  MDH   FADH   FAD 
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    1)  เอสเอ็มเอ็มโอ  
 

                  เอสเอ็มเอ็มโอเปนเอนไซมท่ีละลายอยูในไซโตพลาสมิค (cytoplasmic 
enzyme complex) ซ่ึงพบเอนไซมชนิดนีใ้นบางสายพันธุของเมทาโนโทรฟเทานั้น  โดยจะพบใน
กลุมเมทาโนโทรฟ Methylosinus, Methylocystis  และ Methylococcus ในทุกสายพนัธุ  และพบใน
บางสายพันธุของ Methylomonas, Methylomicrobium (Murell et al, 2000) โครงสรางเอสเอ็มเอ็มโอ
ของแบคทีเรียเหลานี้จะมีลักษณะคลายคลึงกัน  โดยเอสเอ็มเอ็มโอมีสวนประกอบหลัก 3 สวน คือ 
สวน A หรือสวน ไฮดรอกซีเลส (hydroxylase)  สวนโปรตีน B และสวนโปรตีน C หรือสวนรีดัก
เตส (reductase) (ภาพท่ี 5) โดยสวนไฮดรอกซีเลสมีน้ําหนักประมาณ 245 kDa. ประกอบไปดวย
เหล็กท่ีไมมีฮมี (nonheme iron) สามารถแบงออกเปน 3 หนวย คือ  อัลฟา (α) เบตา (β) และ แกรม
มา (γ)   ซ่ึงสวนไฮดรอกซีเลสเปน บริเวณเรงของเอนไซม (active site)  สําหรับสวนโปรตีน B 
เปนโปรตีนทีไ่มมีสีจับกับสวนไฮดรอกซีเลส  มีน้ําหนัก 15 kDa. ปฏิกิริยามีเทนมอนอออกซีจีเนส
จะไมเกิดข้ึนในสวนนี ้และในสวนของโปรตีน C มีน้ําหนัก 38.4  kDa. ประกอบดวยฟลาวินอะ
ดินีนไดนิวคลีโอไทด (flavin adenine dinucleotide: FAD) และนิโคตนิาไมดอะดินนีไดนวิคลีโอ-
ไทด (dinicotinamind adenine dinucleotide: NADH ) โดย FAD จะประกอบดวยรีดกัเตส ทําหนาท่ี
รับอิเล็กตรอนจาก NADH2 และสงผานไปยังบริเวณ di-iron ของไฮดรอกซีเลสซ่ึงเปนบริเวณเรง
ของเอนไซม (Murell et al., 2000) 

 
                         การแสดงออก (express) ของเอสเอ็มเอ็มโอจะเกดิข้ึนเม่ือมีอัตราสวนคอป
เปอรตอชีวมวลในอาหาร (copper-to-biomass ratio) ในระดับตํ่า (low-copper growth condition) คือ
มีคอปเปอรไอออน (Cu2+) นอยกวา 0.89 ไมโครโมลารตอน้ําหนกัเซลลแหง 1  กรัม  ดังนั้นถา
ระดับของคอปเปอรตอชีวมวลในอาหารสูงจะสามารถยบัยั้ง (inhibit) เอนไซมชนิดนีไ้ด (Hanson 
and Hanson, 1996)    

 
                       เอสเอ็มเอ็มโอมีความจําเพาะตอสับสเตรทท่ีหลากหลาย (broader substrate 

specificity) โดยในเมทาโนโทรฟบางชนิดที่เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีคอปเปอรในระดับตํ่าและมี
การเติมแนฟทาลีนเอสเอ็มเอ็มโอจะสามารถเปล่ียนแนฟทาลีนเปน 1,2- แนฟทานอลได (Hanson 
and Hanson, 1996; Murell et al, 2000 )    
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ภาพท่ี 5  โครงสรางจตุรภูมิของเอนไซมเอสเอ็มเอ็มโอ 
ท่ีมา:  Murrell et al., 2000 
 
               2)  พีเอ็มเอ็มโอ 
 
                 พีเอ็มเอ็มโอเปนเอนไซมท่ีพบในเมทาโนโทรฟทุกสายพันธุ  โดยพีเอ็มเอ็ม-
โอจะเกาะติดท่ีภายในเยื่อหุมไซโตพลาสมิค (membrane bound) (Murell et al, 2000) พีเอ็มเอ็มโอ
จะแสดงออกเม่ืออัตราสวนคอปเปอรตอชีวมวลในอาหารสูง คือมากกวา 0.85 – 1 ไมโครโมลารตอ
น้ําหนกัเซลลแหง  1 กรัม  แตไมเกนิ 20 ไมโครโมลาร (Hanson and Hanson, 1996) Fox et al. 
(1990) รายงานวา Methylosinus trichosporium OB3b เปนเมทาโนโทรฟท่ีมีเอ็มเอ็มโออยูท้ัง 2 
รูปแบบเม่ือนํามาเล้ียงในอาหารเอ็นเอ็มเอส (Nitrate Mineral Salt: NMS)โดยมีการเติมคอปเปอร-
ไอออนในอาหาร 5 ไมโครโมลาร  จะมีการผลิตพีเอ็มเอ็มโอเพียงชนิดเดียว  และเนื่องจากพีเอ็มเอ็ม-
โอเปนเอนไซมท่ีเกาะตดิกับเยื่อหุมไซโตพลาสมิคทําใหในปจจุบันนี้ยังไมสามารถสกัดใหบริสุทธ์ิ
ไดเหมือนเอสเอ็มเอ็มโอ (Hanson and Hanson, 1996)  สวนประกอบและโครงสรางของพีเอ็มเอ็ม-
โอยังไมทราบชัดเจน  แตจากการศึกษาพีเอ็มเอ็มโอจาก M.capsulatus (Bath) พบวาพีเอ็มเอ็มโอ-
ประกอบดวยหนวยยอยของโปรตีน 3 หนวยมีน้ําหนกั 45, 27 และ 23 kDa. ซ่ึงบริเวณท่ีจับกนั
ระหวางหนวยยอยท่ีมีน้ําหนกั 45 และ 27 kDa. คาดวาจะเปนบริเวณเรงพีเอ็มเอ็มโอมีความจําเพาะ
ตอสับสเตรทบางชนิดเทานัน้   และไมสามารถออกซิไดซแนฟทาลีนได  
                     
                                     เมทาโนโทรฟท่ีมีการใชพีเอ็มเอ็มโอออกซิไดซมีเทนเปนเมทานอลจะมีการ
เจริญท่ีสูงกวาเมทาโนโทรฟท่ีใช เอสเอ็มเอ็มโอเนื่องจากปฏิกิริยาคะตะไลซของเอสเอ็มเอ็มโอตอง
ใช NADH+H+ เปนตัวใหอิเล็กตรอน การท่ีเอสเอ็มเอ็มโอใช NADH+H+ เปนตัวใหอิเล็กตรอนทํา
ใหสวนมากจะพบวา NAD+ ซ่ึงมีอยูอยางจาํกัดเปนตัวกาํหนดการเจริญเติบโต (limiting growth) 
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NADH+H+ 

sMMO 

pMMO 

NADH+H+ NAD+ 

O2     H2O 

O2     H2O 

XH2               X 

ของเมทาโนโทรฟ  ในขณะที่พีเอ็มเอ็มโอใชสารซ่ึงมีศักยไฟฟาสูงเปนตัวใหอิเล็กตรอน (สมการท่ี 
8)  ซ่ึงในปจจบัุนยังไมทราบแนชัดวาสารชนิดนี้ (X) คือสารอะไร (Murell et al, 2000)   
    
 
    
 

CH4            CH3OH   (8) 
 
 

 
 

                     3.3.2  เมทานอลดีไฮโดรจีเนส 
 

        ในแบคทเีรียเมทิลโลโทรฟจะออกซิไดซเมทานอลเปนฟอรมาลดีไฮดโดย
เอนไซมท่ีมีช่ือวาเมทานอลดีไฮโดรจีเนสหรือเอ็มดีเอชโครงสรางจตุรภูมิของเอ็มดีเฮชประกอบดวย 
α2β2 น้ําหนกัรวมประมาณ 150 kDa. (Reddy and Bruice, 2007) โดยหนวยยอยขนาดใหญ (α) มี
น้ําหนกัประมาณ 60 – 67 kDa. โดยหนวยใหญแตละหนวยประกอบดวยโคเอนไซมไพโรโลควิโน
ลีน-ควินนีนหรือพีคิวคิว (Pyrroloquinoline quinine: PQQ) 1 โมเลกุล  และแคลเซียมไอออน (Ca2+) 
สวนหนวยยอยขนาดเล็ก (β) มีขนาด 8.5 kDa. บริเวณเรงของเอนไซมคือบริเวณท่ีแคลเซียมไอออน
จับกับโคเอนไซมพีคิวคิว (Antrony and Williams, 2003) ดังแสดงในภาพท่ี 6  การเคล่ือนยาย
อิเล็คตรอนจากเมทานอลจะเร่ิมจากการสงผานไปยังเอ็มดีเอชและไซโตโครม CL (cytochrome cL ) 
หลังจากนัน้อิเล็คตรอนจะถูกสงผานไปยังไซโตโครม CH  (cytochrome CH ) และส้ินสุดท่ีออกซีเดส 
(oxydase) ดังแสดงในสมการท่ี 9  (Dales and Anthony, 1995)    

 
MeOH  MDH  cytochrome cL  cytochrome cH  oxidase   (9) 

 
3.4  ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟ 

 
       3.4.1  อุณหภูมิ  

 
                              อุณหภูมิ มีผลโดยตรงตอกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลลของจุลินทรีย   
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ภาพท่ี 6  การจับกันระหวางพีคิวคิวกับแคลเซียมไอออนท่ีบริเวณเรงของเอ็มดีเอช  
ท่ีมา:  Anthony and Williams (2003) 

 
การเปล่ียนแปลงของอุณหภมิูมีความสําคัญตอจุลินทรียแตละชนดิ  อยางไรก็ตามอุณหภูมิสูงมักจะมี
ผลตอจุลินทรียมากกวาอุณหภูมิต่ํา   มีหลายงานวิจัยท่ีศึกษาผลของอุณหภูมิในดินตอแบคทีเรีย           
เมทาโนโทรฟ  Boeckx and Cleemput (1996) ไดรายงานอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการเกิดมีเทน
ออกซิเดชัน คือ 25 – 30 oซ ในขณะท่ี Visvanathan et al. (1999) ไดรายงานอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
สําหรับการเกดิมีเทนออกซิเดชัน 30 - 36 oซ  อยางไรก็ตามอุณหภูมิท่ีเหมาะสมการผลิตเมทานอล
ดวยเมทาโนโทรฟควรเปนอุณหภูมิเดยีวกบัอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเมทาโนโทรฟนั้น  

 
              3.4.2  ชนิดและปริมาณของเมทาโนโทรฟ 

 
                 การใชเมทาโนโทรฟในการผลิตสารอินทรียตางๆ ไดมีรายงานการใช                

เมทาโนโทรฟสายพันธุตางๆหลากหลายชนิด เชน การผลิตเมทิลโลคีโตน (Methyloketone) จาก                  
Methylococcus capsulatus (Texas strain)  Methylosinus sp. (CRL-15) และ Methylobacterium sp.  
(CRL-26) (Patel et al., 1980) แตสําหรับการผลิตเมทานอลจากเมทาโนโทรฟในปจจบัุนยังมีการ
รายงานการใชเช้ือบริสุทธ์ิ Methylosinus trichosporium เทานั้น 

 
                    การผลิตสารดวยเชื้อบริสุทธ์ิเพียงชนิดเดยีวสามารถควบคุมกระบวนการ               
เมตะบอลิซึมของจุลินทรียไดงาย  ผลไดของผลิตภัณฑ (yield) มีความแปรปรวนตํ่า  แตตองควบคุม
ใหอยูในสภาวะท่ีไมมีการปนเปอนจากเช้ือจุลินทรียอ่ืน เนื่องจากเม่ือมีการปนเปอนเชื้อบริสุทธ์ิอาจ
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ไมสามารถแขงขันกับเช้ือชนิดอ่ืนได  ในขณะท่ีการใชเชื้อแบบผสมไมตองควบคุมเร่ืองการ
ปนเปอนมากนักโดยเช้ือแบบผสมสามารถอยูในระบบการผลิตแบบตอเนื่องไดยาวนานกวา           
(ดุษฎี, 2546)  
 

              3.4.3  องคประกอบของกาซในบรรยากาศ 
 
                 ยังไมมีรายงานอัตราสวนมีเทนบริสุทธ์ิตอกาซบรรยากาศท่ีเหมาะสม แตนยิมใช

ปริมาณมีเทนเร่ิมตนในการผลิตเมทานอลแบบเปนคร้ังอยูระหวางรอยละ 10 – 30 (Yu et al., 1998;       
Lee et al., 2004) อยางไรก็ตามองคประกอบของกาซในบรรยากาศมีความสําคัญตอการผลิต             
เมทานอลของเมทาโนโทรฟ Xin et al. (2004) ไดรายงานปริมาณอัตราสวนของกาซแตละชนดิท่ี
เหมาะสมตอการผลิตเมทานอลโดยเช้ือ Methylosinus trichosporium OB3b ท่ีอยูในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 7 โดยไมมีสารยับยั้งเมทานอลดไีฮโดรจีเนส  
คือ มีเทนรอยละ 20 ออกซิเจนรอยละ 20 ไนโตรเจนรอยละ 20 และคารบอนไดออกไซดรอยละ 40 
ในระบบการผลิตแบบตอเนือ่ง โดยคารบอนไดออกไซดซ่ึงเปนผลิตภัณฑสุดทายในกระบวนการ 
เมตะบอลิซึมของเมทาโนโทรฟน้ันก็สามารถยับยั้งการออกซิเดชันของเมทานอลได 
 

              3.4.4  ความเปนกรด – ดาง (พีเอช) 
 
                 ความเปนกรด – ดางมีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของเมทาโนโทรฟ  โดย

ปกติเมทาโนโทรฟสามารถเจริญไดดีท่ีสภาพพีเอชเปนกลาง  แตเมทาโนโทรฟบางสายพันธุ  เชน 
Methylocella palustris และ Methylocapsa acidiphila ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดในพ้ืนท่ีท่ีมีความ
เปนกรด  โดยสามารถเจริญไดท่ีคาความเปนกรดดางระหวาง 5.5 – 6.7 (Dedysh et al., 1998a)  
สําหรับพีเอชท่ีเหมาะสมตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟควรเปนกลาง  (Yu et al., 1998; 
Lee et al., 2004)  

 
              3.4.5  สารกระตุนเอ็มเอ็มโอ 

 
                  เนื่องจากเอ็มเอ็มโอแบงออกเปน 2 ชนิด คือ เอสเอ็มเอ็มโอและพีเอ็มเอ็มโอ ซ่ึง

การแสดงออกของเอนไซมท้ัง 2 ชนิดนี้จะข้ึนอยูกับปริมาณของคอปเปอรไอออนและชนิดของ      
เมทาโนโทรฟโดยถาตองการใหเอ็มเอ็มโอชนิดใดทํางานจะตองควบคุมปริมาณของคอปเปอร-
ไอออนในอาหาร  อยางไรก็ตามการผลิตเมทานอลโดยเซลลของ Methylosinus trichosporium 
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OB3b จะเติมคอปเปอรไอออนในระดับท่ีมากเพียงพอเพื่อกระตุนการทํางานของพีเอ็มเอ็มโอ        
(5 ไมโครโมลาร) (Furoto et al., 1999; Lee et al., 2004)  แตในการผลิตเอ็มเอ็มโอเพื่อสกัดออกมา
ใชภายนอกเซลลจะไมเติมคอปเปอรไอออนในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Park et al., 2004;      
Lee et al., 2004)  

 
              3.4.6  สารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส 

 
                  การผลิตเมทานอลจากมีเทนโดยใชเซลลเมทาโนโทรฟมีความจําเปนท่ีตอง

ยับยั้งการทํางานของเมทานอลดีไฮโดรจีเนส  มีรายงานการใชสารยับยัง้เมทานอลดีไฮโดรจีเนส 
หลายชนิด ไดแก ไดไทโอไตรอิทอล (dithiotriotheitol) ฟนิวไฮดราซีน (phenylhydrazine)            
สารจับโลหะ (metal chelating agent) ไอโอโดอะซีเตท (iodoacetate) ไซโคลโพรเพน 
(cyclopropane) และสารละลายท่ีมีความเขมขนของฟอสเฟตสูง (Anthony, 1986; Carver et al., 
1984; Frank et al., 1989; Shimoda and Okura, 1991) 

   
                 Furoto et al. (1999) ไดรายงานการใชไซโคลโพรพานอล (cyclopropanol) เปน

สารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส  พบวาไซโคลโพรพานอลจะเขาไปจับกับพีคิวคิวซ่ึงเปน                 
โคเอนไซมของเมทานอลดีไฮโดรจีเนสทําใหเมทานอลดีไฮโดรจีเนสไมสามารถทํางานได  และใน
การผลิตเมทานอลในระบบกึ่งตอเนื่อง (semicontinuous) ดวยเช้ือ Methylosinus trichosporium 
OB3b ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลาร พีเอช 7 ซ่ึงมีโซเดียมฟอรเมท
และไซโคลโพรพานอล 14.3 มิลลิโมลาร  โดยทําการผลิตเมทานอล 5 คร้ังในระยะเวลา 6 ช่ัวโมง  
พบวาอัตราการผลิตเมทานอลเฉล่ียเทากับ 3.17 ไมโครโมลตอช่ัวโมงตอน้ําหนกัเซลลแหง   อยางไร
ก็ตามไซโคลโพรพานอลเปนสารท่ียากตอการสังเคราะหและการรักษาความเสถียรในสภาวะท่ีมี
อากาศ และเนือ่งจากกรดอะมิโนลิวซิว (lysyl residues) ซ่ึงอยูบนผิวของเมทานอลดไีฮโดรจีเนสกบั
หมูคารบอกซีเลท (carboxylate) บนผิวของ cytochrome cL เช่ือมตอกันดวยแรงไอออนนิค (ionic 
interactions) Cox et al. (1992) พบวาสารท่ีมีแรงไอออนิคสูง (high ionic strength) ไดแก 
สารละลายเกลือสามารถยับยั้งการเคล่ือนยายอิเล็คตรอนระหวางระหวางเมทานอลดีไฮโดรจีเนส 
และ cytochrome cL ทําใหเมทานอลดีไฮโดรจีเนสไมสามารถทํางานได Lee et al. (2004) ไดรายงาน
การใชโซเดียมคลอไรดในการยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจเีนส พบวาโซเดียมคลอไรดสามารถยับยั้ง 
เมทานอลดีไฮโดรจีเนสไดอยางมีประสิทธิภาพและเหมาะท่ีจะนํามาใชมากกวาไซโคลโพรพานอล 
(cyclopropanol) เนื่องจากเกบ็รักษาไดงาย  มีความเสถียร  และราคาถูกกวามาก  สภาวะท่ีเหมาะสม
สําหรับใชในการผลิตเมทานอลโดยเช้ือ Methylosinus trichosporium OB3b คือ ความเขมขนของ
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โซเดียมคลอไรด 200 มิลลิโมลาร  ปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.6 มิลลิกรัมของเซลลแหงตอมิลลิลิตรใน 
12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 โดยมีโซเดียมฟอรเมตความเขมขน 20 มิลลิโมลาร  ท่ี
อุณหภูมิ 25 oซ  อัตราสวนมีเทนตออากาศเร่ิมตนเทากบั 1:4  อยางไรก็ตามไมมีการรายงานถึงการ
ใชเกลือชนิดอ่ืนๆ ในการยับยั้งเมทานอลดไีฮโดรจีเนสในการผลิตเมทานอล 

 
              3.4.7  สารสงเสริมการเจริญชนิดอ่ืนๆ 

 
                 Xing et al. (2006) ไดรายงานการใชสารอินทรียอ่ืนๆ ไดแก ไรโบฟลาวิน 

(riboflavin) กรดฟอลิก (folic acid) เตตราไฮโดรฟูราน (tetrahydrofuran) ไกลซีน (glycine)          
ไทโรซีน (tyrosine) ซิสเทอีน (cysteine) มาเลท (malate) ซัคซิเนท (succinate) มาลีเอท (maleate)   
ซิเตรท (citrate) และไพรูเวท (pyruvate) ผสมในอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสเพ่ือเล้ียงเซลล 
Methylosinus trichosporium OB3b พบวาสารอินทรียเหลานี้จะชวยเพิม่เมทาบอซึมในวัฏจักรเครป 
ทําใหเซลลมีจาํนวนสูงข้ึนในสภาวะท่ีมีมีเทนและในสภาวะท่ีไมมีมีเทนน้ันเมทาโนโทรฟจะไม
สามารถใชสารอินทรียเหลานี้เปนแหลงคารบอนได  โดยซิเตรตเปนสารท่ีมีผลตอการเพิ่มจํานวน
เซลลมากท่ีสุด  โดยความเขมขนท่ีมีความเหมาะสมคือ 0.015 มิลลิโมลารตอลิตร  โดยการใสสาร
สงเสริมการเจริญเหลานี้ในอาหารมีผลทําใหปริมาณเมทานอลท่ีปลดปลอยออกมาภายนอกเซลล
สูงข้ึน 

 
4.  การตรึงเซลลจุลินทรีย 
 

4.1  ความหมายของเซลลท่ีถูกตรึง 
 

                     เซลลท่ีถูกตรึง (immobilized cells) หมายถึง  เซลลจุลินทรียท่ีถูกจํากดัขอบเขตหรือ
สถานท่ีทางฟสิกส  ใหอยูในบริเวณท่ีทําใหจุลินทรียไมสามารถสูญเสียความสามารถในการเปน
ตัวเรง  และสามารถนํากลับมาใชซํ้าไดหลายคร้ัง  หรือใชไดอยางตอเนื่อง  โดยเซลลท่ีถูกตรึงอาจอยู
ในสภาพเซลลท่ีกําลังเจริญ  เซลลระยะพัก  หรือเซลลท่ีตายแลวก็ได (สมใจ, 2545) 

 
                     การใชเซลลจุลินทรียท่ีถูกตรึงเร่ิมมีมาต้ังแตป ค.ศ.  1823 โดยมีการผลิตน้ําสมสายชู
แบบรวดเร็ว (quick vinegar) โดยใชฟลมจลิุนทรียท่ีติดบนเศษไม (Abbott, 1977) หลังจากนั้นไมมี
ผูใดสนใจในเรื่องนี้  จนกระท่ังเร่ิมมีการพฒันาเกีย่วกับการใชเอนไซมเพื่อเปนตัวเรงใน
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อุตสาหกรรมจึงไดมีการศกึษาเกีย่วกับการตรึงเอนไซมชนิดตางๆ เชน อะไมเลส เปปซิน               
ไรโบนิวคลีเอส และคารบอกซีเลสไวบนสารชนิดตางๆ  และมีการนําเอนไซมท่ีถูกตรึงไปใชใน 
อุตสาหกรรมมากข้ึน 
 
                     อยางไรก็ตามเน่ืองจากจุลินทรียเปนแหลงสําคัญในการผลิตเอนไซม  แตการสกัด
เอนไซมจากเซลลโดยท่ัวไปเสียคาใชจายสูง  และในบางกรณีเอนไซมท่ีไดอาจไมคงตัว  ดังนัน้จึงมี
ผูใหความสนใจเก่ียวกบัการตรึงเซลล  เพื่อนําไปใชเปนตัวเรงแทนเอนไซมท่ีถูกตรึง  ซ่ึงจะทําให
สามารถลดตนทุนในการสกัดเอนไซม  การทําใหบริสุทธ์ิ  และลดปญหาความไมคงตัวของเอนไซม 
(สมใจ, 2545; ดุษฎี, 2546) 
 
                     ในปจจุบันมีรายงานเกี่ยวกับการใชจุลินทรียท่ีถูกตรึงในการผลิตสารชนิดตางๆ กัน
อยางกวางขวาง  และท่ีประสบความสําเร็จในระดับอุตสาหกรรมแลว เชน  การผลิตกรดแอลมาลิก 
(L-malic) (Olivira and Costa, 1994) ฟรุคโตส (Bucke, 1982) เปนตน 

 
4.2  วิธีการตรึงเซลล 

  
       วิธีการตรึงเซลลแบงออกเปน 3 วิธีใหญๆ เชนเดียวกบัการตรึงเอนไซม  คือ  การยึด

ดวยตัวนํา (carrier-binding method) การเช่ือมแบบไขว (cross-linking method) และการหอหุม 
(entrapping method) ดังแสดงในภาพท่ี 7 (Chibata et al., 1978) 

 
 
ภาพท่ี 7  รูปแบบการตรึงเอนไซมดวยวิธีตางๆ 
ท่ีมา:  Chibata et al. (1974) 
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      4.2.1  การยึดดวยตัวนํา  
 
                              การยึดดวยตัวนํา  หมายถึง  การเช่ือมเซลลจุลินทรียโดยตรงกับตัวนําท่ีไมละลาย
น้ําซ่ึงอาจแบงยอยได 2 วิธี คือวิธีการดูดซับ (adsorption method) และวิธีการจับกนัดวยพนัธะ          
โควาเลนซ (covalent binding method) 
 

    1)  วิธีการดดูซับ 
 

   เปนวิธีการตรึงเซลลโดยใหเซลลดูดซับอยูกับสารท่ีเปนตัวนําดวยพนัธะ   
ไอออนิค  พันธะไฮโดรโฟบิค  หรือพันธะไฮโดรเจนโดยอาศัยหลักธรรมชาติทางเคมีเนื่องจากผนงั
เซลลของแบคทีเรียหรือยีสตประกอบดวยกรดไดอะมิโนพิมีลิก (diaminopimelic acid) และ             
แฮกโซซามีน (hexosamines) ซ่ึงสามารถเกิดพันธะไออนิก (ionic interaction) กับตัวนําท่ีใชได  การ
ตรึงดวยวิธีการนี้เปนวิธีการท่ีงายแตแรงดดูซับคอนขางออนและมีการสูญเสียเซลลไดงายเม่ือมีการ
เปล่ียนแปลงพเีอช   แรงไอออนิค  การไหลของอาหารเล้ียงเชื้อ  การเกิดฟองอากาศและการแบง
เซลล  ตัวอยางสารท่ีใชในการดูดซับดวยวธีินี้  ไดแก  โพลีแซคคาไรดท่ีไมละลายนํ้า  โปรตีน           
โพลิเมอรสังเคราะห  และสารอนินทรีย 

 
    2)  วิธีการจบักันดวยพันธะโควาเลนซ 
 

                                     วิธีการนี้เปนวิธีการท่ีนิยมใชในการตรึงเอนไซม  เนื่องจากไดผลผลิตดี แต
ไมนิยมใชในการตรึงเซลล  เนื่องจากอาจจาํเปนตองใชสารเคมีท่ีมีพิษ  อาจทําใหเซลลตายได  การ
ตรึงเซลลดวยวิธีนี้เปนการเชื่อมโดยตรงกบั  activated support โดยสารท่ีใชเปนตัวยดึจับนั้น
สามารถเช่ือมตอกับหมูอะตอมซ่ึงเปนสารประกอบท่ีผิวเซลล  เชน  หมูอะมิโน  หมูคารบอซิล 
หมูไฮดรอกซิล  เปนตน  วิธีการนี้มีขอดี คือ เซลลจะเช่ือมอยูกับผิวหนาของตัวนําสมํ่าเสมอ  มีความ
คงตัวดี  และมีการร่ัวไหลของเซลลไดนอย  แตมีขอเสียคือ  การตรึงดวยวิธีนี้คอนขางรุนแรง  
เนื่องจากการสรางพันธะ  โควาเลนตตามปกติตองใชสารตัวนําท่ีมีการดดัแปลงโดยใชสารเคมี  ซ่ึง
มักมีความเปนพิษ  และอาจทําใหเซลลสูญเสียความสามารถได  สารท่ีใชยึดเซลลดวยวิธีการนี้  เชน  
เม็ดซิลิกาท่ีมีรูพรุน (activated porous silica bead) แกวบอโรซิลิเกต (borosilicate glass) เจล-         
อะกาโรส (agarose bead) เซอรคอเนียเซรามิค (zirconia ceramic) และสารเคมีท่ีทําใหเกิดพันธะ     
โควาเลนต เชน อะมิโนโพรพิวไตรออกซีไซลีน (amminopropyltrioxysilene) กลูตารอลอัลดีไฮด 
(glutaraldehyde) ไอโซไซยาเนต (isocyanate) และคารบอดีไมด (carbodiimide) เปนตน 
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                     4.2.2  การเช่ือมแบบไขว 
 
                               การเชื่อมแบบไขว  หมายถึง  การเช่ือมเซลลจุลินทรียเขาดวยกันโดยใชสารพวก
ไบ (bi-) หรือ multifunctional reagent เชน กลูตารอลดีไฮด (glutaraldehyde) และโทลูอีนไดไอโซ-         
ไซยาเนต (toluene di-isocyanate) เปนตน 

 
                               การตรึงเซลลดวยวิธีการนี้ตางจากวิธีการอ่ืนๆ คือ เซลลไมไดถูกตรึงอยูกับสารท่ี
เปนตัวดูดซับหรือถูกหอหุมอยูในเจลหรือในเยื่อกึ่งเลือกผาน (semipermeable membrane) แตเปน
การเช่ือมเซลลเขาดวยกันโดยใชสารเคมีภายใตสภาวะคอนขางจะรุนแรง  ทําใหเซลลอาจตายได 

 
                     4.2.3  การหอหุม   

 
                               การตรึงเซลลดวยวิธีการนี้แบงออกเปน 2 แบบ คือไมโครเอ็นแคปสูเลชัน
(microencapsulation) และแลกติก (lattice type)  

 
          1)  ไมโครเอ็นแคปสูเลชัน  

  
                                    ไมโครเอ็นแคปสูเลชัน หมายถึง การหอหุมเซลลไวในเยื่อกึ่งเลือกผาน เชน 
ซิลิโคน ซ่ึงปองกันการซึมผานของเซลลได  แตยอมใหสารต้ังตนหรือผลผลิตซึมผานไดอยางอิสระ  
เปนวิธีการท่ีงาย  แตไมนิยมใชในอุตสาหกรรมเน่ืองจากอาจมีปญหาการตกตะกอนของเซลล
เกิดข้ึนดวย  ดงันั้นการนําไปใชประโยชนจงึมีจํากัด  นิยมใชในดานยาและการวิเคราะหเทานั้น 

 
    2)  แลกติก 

 
                                     แลกติก หมายถึง การตรึงเซลลโดยหอหุมเซลลไวภายในชองวาง 3 มิติใน           
เจลของสารพอลิเมอร  เปนวิธีท่ีไดรับความนิยมและประสบความสําเร็จสูงสุด  เนื่องจากใชไดกับ
เซลลเกือบทุกชนิดในขณะท่ีวิธีอ่ืนมีขอเสียเปรียบมากกวา  สารท่ีนิยมใชตรึงเซลลดวยวิธีการนี้  
ไดแก สารจําพวก biochemically inert hydrogel โดยใชหลักการเกิดเจลซ่ึงทําใหโครงราง 3 มิติท่ีได
มีรูพรุน 
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4.3  การคัดเลือกสารท่ีมีความเหมาะสมในการตรึงเซลล 
 

 เนื่องจากการเตรียมเซลลท่ีถูกตรึงมีหลายวธีิ  ดังนั้นสมบัติสารท่ีเหมาะสมในการตรึง
เซลลแตละวิธีจึงอาจมีรายละเอียดบางอยางท่ีแตกตางกันไป  แตโดยท่ัวไปแลวปจจัยท่ีสําคัญในการ
พิจารณาจะคลายคลึงกัน  คือ 
 

1)  ไมเปนอันตรายตอเซลลและส่ิงแวดลอม 
 
2)  ไมกระทบกระเทือนตอระบบเมตะบอลิซึม 

 
3)  ความจุของสารพาหะและการตรึง 

 
       4)  การตรึงเซลลในสภาวะปลอดเช้ือ  จะตองเลือกสารพาหะท่ีทนตอความรอนไดสูง

เนื่องจากตองทําใหสารพาหะน้ันปลอดเช้ือซ่ึงตองใชอุณหภูมิและความดันสูง 
 
       5)  การตรึงเซลลปริมาณมากๆ ควรจะเลือกใชสารพาหะท่ีมีรูพรุนขนาดใหญเพื่อชวย

ใหสารอาหารผานไดดีข้ึน 
 

6)  เปนสารท่ีมีราคาถูกและสามารถนํากลับมาใชไดอีก  
 

4.4  ขอดีและขอเสียของเซลลท่ีถูกตรึงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลอิสระ 
 

       ขอดี 
 

       1)  ในระบบเซลลท่ีถูกตรึงนั้นสามารถเซลลท่ีถูกตรึงมาใชใหมไดงาย  สะดวก 
สามารถใชซํ้าในระบบการผลิตแบบเปนคร้ังหรือระบบตอเนื่องไดงายกวาเซลลอิสระ 

 
       2)  โอกาสในการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนนอยลง 

 
       3)  การแยกผลผลิตทําไดงาย  ลดคาใชจายในการแยกผลผลิต 
 



27 

                    ขอเสีย 
 

       1)  เซลลอาจสูญเสียความสามารถบางสวนในระหวางการตรึง 
 
       2)  คาใชจายในการตรึงเซลลสูงกวาการใชเซลลอิสระ 

 
                     3)  เกิดการจํากดัการซึมผานของสารอาหาร  และผลผลิตผานตัวกลางทีใ่ชในการตรึง
เซลล 
 

4.5  การตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนต 
 

       อัลจิเนตเปนสารโพลิเมอรท่ีประกอบดวย D-mannuronic acid และ L- guluronic acid 
สกัดไดจากสาหรายทะเลสีน้ําตาล  อัลจิเนตสามารถเกิดเปนเจลไดดีเม่ืออยูในสารละลายท่ีมีไอออน
ของโลหะโพลีวาเลนท  เชน อลูมิเนียมไอออน (Al3+) และแคลเซียมไออน (Ca2+) 

 
 การตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตสามารถทําไดโดยผสมซัสเพนชันของเซลลลงใน

สารละลายโซเดียมอัลจิเนต  แลวนําไปหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด  จะเกิดแคลเซียม-
อัลจิเนตเจลข้ึนทันที  หลังจากนั้นควรแชเจลไวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดอยางนอย 20 นาที  
เพื่อใหเกิดเจลอยางสมบูรณ  ตารางท่ี 5 เปนตัวอยางจุลินทรียท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนตและ
ผลิตภัณฑ 
 

   ปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของเซลลท่ีถูกตรึงดวยอัลจิเนต ไดแก น้าํหนักโมเลกุล
และองคประกอบทางเคมี (อัตราสวนระหวาง D-mannuronic acid และ L-guluronic acid) ของอัลจิ
เนตความเขมขนของอัลจิเนต (รอยละ 0.5 – 10) และแคลเซียมคลอไรด (รอยละ 0.05 – 2) อุณหภมิู
ท่ีใช (0 – 80 oซ) ขนาดเม็ดเจล (เสนผานศูนยกลาง 0.1 – 5 มิลลิเมตร) และปริมาณเซลลท่ีใช (สูงสุด
ไดถึง 30 กรัมตอมิลลิลิตร) 

 
   การตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตมีขอดีหลายประการคือ ทําไดงาย ภายใตสภาวะ

ปกติ สะดวกและรวดเร็ว ดังนั้นจึงนยิมใชในการตรึงเซลลท่ีมีชีวิต นอกจากนี้การตรึงเซลลตรึงเซลล
ดวยอัลจเินตยงัเปนวิธีท่ีปลอดภัย เนื่องจากอัลจเินตไดรับการยอมรับใหใชเปนวัตถุเจอืปนในอาหาร
มานานแลว เชน คารราจีแนน เซลลท่ีถูกตรึงสามารถเพิ่มจํานวนไดภายในเจล ทําใหใชไดเปน
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เวลานานและเจลที่ไดสามารถละลายในนํ้าเกลือ (normal saline) จึงสามารถศึกษาการเจริญของ           
จุลินทรียภายในเจล หลังการตรึงเซลลไดดวย 

 
Hang (1991) ไดทําการศึกษาการเพาะเล้ียงซํ้าของเช้ือรา Rhizopus oryzae NRRL395 

ในแคลเซียมอัลจิเนต  เพื่อผลิตกรดแลกติกจากอาหารเล้ียงเช้ือกลูโคส  พบวาสามารถนํากลับมาใช
หมักซํ้าไดถึง 9 รอบการเพาะเล้ียง  ในระยะเวลาการหมัก 18 วัน  ในขณะท่ีเซลลอิสระเม่ือนํามา
หมักซํ้า  พบวาปริมาณกรดแลกติกท่ีผลิตไดไมคงท่ี  อัตราการผลิตกรดแลกติกจะสูงเฉพาะในชวง
การเพาะเล้ียงรอบแรก  และจะลดลงตามลําดับ 

 
ตารางท่ี 5  ตัวอยางจุลินทรียท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนตและผลผลิตท่ีได 
 

จุลินทรีย สารผลิตภัณฑ 
Arthrobacter simplex 
Aspergillus niger 
Aspergillus niger 
Clostridium butyricum 
Clostridium butyricum 
Lactobacillus delbruekii 
Lactobacillus lactis 
Pachysolen tannophilus 
Penicillium chrysogenum 
Propionibacterium sp. 
Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces formosensis 
Streptomyces tendae 
Trigonopsis variabilis 
Zymomonas mobilis 

Prednisolone 
Citric acid 
Gluconic acid 
Isopropanol 
n - Butanol 
Lactic acid 
Lactic acid 
Ethanol 
Penicillin G 
Vitamin B12 
Ethanol 
Ethanol 
Nikkomycin 
α-Keto acid 
Ethanol 

 
ท่ีมา:  Demain and Solomon (1981) 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1.  แกสโครมาโตกราฟ (gas chromatograph) รุน GC 6890 Agilent Technologies Model : G 1530A 
 
      สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหกาซ 

 
      ติดต้ัง Detector แบบ Thermal Conductivity Detector (TCD) ใช Gas column CTRT มี 
Inner Column เปน Stainless Steel ขนาด 1.8 เมตร x 6.35 มิลลิเมตร บรรจุดวย Activated 
Molecular Sieve และ Outer Column เปน Stainless Steel ขนาด 1.8 เมตร x 12.7 มิลลิเมตร Packed 
with Porous Polymer Mixture มีอุณหภูมิ Injection 120 oซ อุณหภูมิคอลัมน 35 oซ และอุณหภูมิของ 
Detector เทากบั 180 oซ Carrier Gas เปนกาซฮีเลียม (He) ซ่ึงมีอัตราการไหล 50 มิลลิลิตรตอนาที  
ชวงเวลาวิเคราะห (run time) 6 นาที 
 
2.  แกสโครมาโตกราฟ รุน GC 14 B Shimadzu  

 
สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหเมทานอล 

 
เคร่ืองแกสโครมาโตกราฟยีห่อ Shimadzu รุน GC-14B ท่ีใช Flame Ionization Detector 

(FID) ติดต้ังคอลัมน Stainless Steel ยาว 3 เมตร ภายในบรรจุดวย Unibeads A (80/100) โดยต้ัง
อุณหภูมิของ Injector, Column และ Detector เทากับ 120, 150 และ 180 oซ ตามลําดบัและต้ังอัตรา
การไหลของกาซไนโตรเจน (N2) เทากับ 28 มิลลิลิตรตอนาที 
 
3.  เข็มเก็บตัวอยางกาซ (gas tight syringe) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
 
4.  กาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9  
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5.  กาซผสมระหวางมีเทนและคารบอนไดออกไซดในอัตราสวนรอยละ 60 ตอ 40 ใชเปนกาซ
ชีวภาพสังเคราะห (Synthetic Biogas) ของบริษัทไทยอินดัสเตรียลแกส จํากัด (Thai Industrial 
Gases, TIG)  
 
6.  เคร่ืองเขยา ยี่หอ New Brunswick Scientific 
 
7.  เคร่ืองช่ังน้ําหนักละเอียด (analytical balance) รุน B610 ยี่หอ Precisa 240A 
 
8.  ขวดซีรัม (serum) ขนาด 118 และ 25 มิลลิลิตร  
 
9.  โซเดียมอัลจิเนต  ความหนืด 14,000 cps. ของบริษัทซิกมา (Sigma) 

 
วิธีการ 

 
1.  การแยกเชื้อเมทาโนโทรฟ 

 
นําดินจากแบบจําลองหนาดนิหลุมฝงกลบมูลฝอยจําลองมา 10 กรัม  ถายใสขวดซีรัมท่ีมี

อาหารเหลวชนิดไนเตรทมิเนอรรัลซอลทหรือเอ็นเอ็มเอส (Nitrate Mineral Salt Medium, NMS 
Medium) ปดฝาใหสนิทรัดดวยอลูมิเนียมกอนฉีดกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 ลงไปเพ่ือใหความ
เขมขนของบรรยากาศในขวดไดรอยละ 30 เขยาดวยความเร็วรอบ 120 รอบตอนาทีเปนเวลา 2 
สัปดาหท่ีอุณหภูมิหอง (พิชญา, 2550)  ท้ิงใหดนิตกตะกอนแลวถายสวนท่ีเปนของเหลวเพ่ือ
ขยายพนัธุตอในอาหารเหลวชนิดเอ็นเอ็มเอสอีกคร้ัง เปนเวลาประมาณ 2 สัปดาห  จนสังเกตเห็น
การเจริญเติบโตของเช้ือ  เก็บรักษาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 4 oซ  เพือ่เปนหวัเช้ือเร่ิมตน (stock culture) 
ทดสอบเช้ือท่ีคัดแยกดวยวิธีการฟช  ซ่ึงไดอธิบายรายละเอียดในภาคผนวก ค 
 
2.  การศึกษาของความเขมขนมีเทนตอกิจกรรมของเมทาโนโทรฟในการทดลองแบบกะ 

 
ถายเช้ือจุลินทรียเมทาโนโทรฟอายุ 2 สัปดาห  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 

0.236 กรัมตอมิลลิลิตร  ลงสูอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสปริมาตร 20 มิลลิลิตรในขวดซีรัมขนาด 118 
มิลลิลิตร ปดผนึกฝาและเติมกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไปดวยปริมาตรท่ีแตกตางกันในแต
ละขวดซีรัมไดแก 10, 20, 30 และ 40 มิลลิลิตร โดยใหมีเทนเร่ิมตนประมาณรอยละ 9.5, 19.9, 28.8 
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และ 38.8 ตามลําดับ เขยาความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2 สัปดาห  วดัการ
เปล่ียนแปลงของมีเทน  คารบอนไดออกไซดและออกซิเจนท่ีระยะเวลาตางๆ ดวยเคร่ืองแกส              
โครมาโตกราฟ   

 
3.  การศึกษาเพ่ือคัดเลือกสภาวะท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตเมทานอลจากเชื้อเมทาโนโทรฟแบบ
แขวนลอย (suspension) ในระบบการผลิตแบบเปนกะ (batch experiment) 

 
3.1  การศึกษาเบ้ืองตนในการผลิตเมทานอลของเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีคัดแยกได 

 
       เพาะเล้ียงเช้ือเมทาโนโทรฟโดยถายเช้ือจากเช้ือเร่ิมตนท่ีแยกไดจากขอ 1 ปริมาตร                   

5 มิลลิลิตร  ลงในอาหารเอ็นเอ็มเอส ปริมาตร 20  มิลลิลิตรในขวดซีรัมขนาด 118 มิลลิลิตร   ปด
ผนึก   และบรรจุกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไป 30 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิหองโดยมีการ
เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลาประมาณ 2 สัปดาห  จนสังเกตเห็นการเจริญเติบโต
ของเช้ือ  หลังจากนั้นนําไปเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที นาน 10  นาที  เทน้ําใสท้ิง 
(supernatant) ลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลาร พีเอช 7 จํานวน 3 คร้ัง ช่ัง
เซลล 10  กรัม (น้ําหนักเปยก) แลวเติมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลาร  พีเอช 7 ท่ีมี 
20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต  5  ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟตเปนสารกระตุนพีเอ็มเอ็มโอและ 
200 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรดเปนสารยบัยั้งเอนไซมเมทานอลดีไฮโดรจีเนส (Lee et al., 2004) 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตรในขวดซีรัมขนาด 118 มิลลิลิตร  ปดผนึกและบรรจุกาซมีเทนเร่ิมตนเขาไป 30 
มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณมีเทนเร่ิมตนเทากับรอยละ 28.9 เปรียบเทียบกับการใชกาซชีวภาพเปนแหลง
มีเทน (มีเทนตอคารบอนไดออกไซดเทากบั 60:40) ปริมาตร 60 มิลลิลิตร   ซ่ึงมีปริมาณมีเทน
เร่ิมตนเทากับรอยละ 24.3 และเปรียบเทียบสภาวะที่ไมมีคอปเปอรซัลเฟต โซเดียมฟอรเมตและ
โซเดียมคลอไรดในฟอสเฟตบัฟเฟอร  สภาวะท่ีใชในการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 6 วิเคราะห
ปริมาณเมทานอลและการเปล่ียนแปลงของมีเทนท่ีระยะเวลาตางๆ ดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ  

 
3.2  การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

 
       เตรียมเช้ือเชนเดยีวกับขอ 3.1 นําไปเขยาท่ีตูอบอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิตางๆ กัน ไดแก 40, 

50  oซ และอุณหภูมิหอง (25 + 2  oซ)  ทําการวิเคราะหปริมาณของเมทานอลและปริมาณของมีเทนท่ี
เวลาตางๆ ดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ 
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ตารางท่ี 6  สภาวะเร่ิมตนท่ีใชในการศึกษาเบ้ืองตนในการผลิตเมทานอลของเช้ือเมทาโนโทรฟ 

 
สวนประกอบในตัวกลาง ขวด

ท่ี 
ชนิดของแหลง
มีเทน 

ปริมาตร
กาซเร่ิมตน 
(มิลลิลิตร) 

12.9 mM. 
PHB 

5 μM. 
CuSO4 

20 mM. 
HCOONa 

200 mM. 
NaCl 

1 
 

2 
 

3 
 

4 

มีเทนบริสุทธ  
 
มีเทนบริสุทธ์ิ  
 
กาซชีวภาพ  
 
กาซชีวภาพ  

30 
 

30 
 

60 
 

60 

√ 
 
√ 
 
√ 
 
√ 

- 
 
√ 
 
- 
 
√ 

- 
 
√ 
 
- 
 
√ 

- 
 
√ 
 
- 
 
√ 

  
หมายเหตุ   √    มีการเติมสารเคมีดังกลาวในตัวกลาง 

 
3.3  การคัดเลือกสารละลายและข้ันตอนเพื่อปรับสภาพเมทาโนโทรฟใหมีความเหมาะสม

ตอการผลิตเมทานอล  
 

       ศึกษาชนดิของสารละลายท่ีมีความเหมาะสมตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟ  
เพื่อลดระยะเวลาในการปรับสภาพของเมทาโนโทรฟเม่ือมีการเปล่ียนชนิดของตัวกลางจากเอ็นเอ็ม-
เอสเปนฟอสเฟตบัฟเฟอร  ลดข้ันตอนการปนเหวีย่งและลางเซลลซ่ึงเปนกระบวนการท่ียุงยากและ
ทําใหเซลลกระทบกระเทือน  เม่ือมีการโดยแบงสภาวะในการทดลองออกไดดังนี ้

       3.3.1  สภาวะท่ี 1  

   สภาวะเดิม (เตรียมเช้ือเชนเดียวกับขอ 3.1) ปดผนึกและฉีดกาซมีเทนบริสุทธ์ิ    
รอยละ 99.9 เขาไปเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศในขวดไดประมาณรอยละ 30 เรียกสภาวะนี้
วา NMS/C/PHB+ 

       3.3.2  สภาวะท่ี 2 
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    ถายเชื้อเมทาโนโทรฟจากอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสท่ีมีอายุ 2 สัปดาหปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ใสในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลาร  ท่ีมีโซเดียมฟอรเมต 20 มิลลิ-
โมลาร  โซเดียมคลอไรดความเขมขน 200 มิลลิโมลาร และคอปเปอรซัลเฟต 5 ไมโครโมลาร  
ปริมาตร 22.5 มิลลิลิตร  ปดผนึกและฉีดกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไปเพื่อใหความเขมขน
ของบรรยากาศในขวดไดประมาณรอยละ 30 เรียกสภาวะน้ีวา NMS/PHB+ 

 
       3.3.3  สภาวะท่ี 3 
 

    ถายเชื้อเมทาโนโทรฟจากอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสท่ีมีอายุ 2 สัปดาหปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ลงสูอาหารเอ็นเอ็มเอสซ่ึงมีท่ีมีโซเดียมฟอรเมต  20 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรด  
ความเขมขน 200  มิลลิโมลาร  กับคอปเปอรซัลเฟต 5 ไมโครโมลาร  ปริมาตร 22.5 มิลลิลิตร  ปด
ผนึกและฉีดกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไปเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศในขวดได
ประมาณรอยละ 30 เรียกสภาวะน้ีวา NMS/NMS+ 

 
       3.3.4  สภาวะท่ี 4 
 

   เล้ียงเช้ือเมทาโนโทรฟดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลารเปน
เวลา 2 สัปดาห  แลวถายเช้ือปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  ลงสูฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขนเทาเดิมท่ีมี
โซเดียมฟอรเมต 20 มิลลิโมลาร  โซเดียมคลอไรดความเขมขน 200 มิลลิโมลาร  กับคอปเปอร-
ซัลเฟต 5 ไมโครโมลาร  ปริมาตร 22.5 มิลลิลิตร  ปดผนกึและฉีดกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9   
เขาไปเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศในขวดไดประมาณรอยละ 30 เรียกสภาวะนี้วา PHB/PHB+ 

 
       3.3.5  สภาวะท่ี 5 

 
   ถายเช้ือเมทาโนโทรฟจากอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสใสใน 12.9 มิลลิโมลาร

ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ท่ีมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต และ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต 
ในอัตราสวนหัวเช้ือตอฟอสเฟตบัฟเฟอรรอยละ 50 ตอ 50 โดยปริมาตร  เปนเวลา 2 สัปดาห  กอน
ถายเช้ือ 2.5 มิลลิลิตรลงสูฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลารท่ีมีโซเดียมฟอรเมต  20 
มิลลิโมลาร  โซเดียมคลอไรดความเขมขน 200 มิลลิโมลาร  กับคอปเปอรซัลเฟต 5 ไมโครโมลาร  
ปริมาตร 22.5 มิลลิลิตร  ปดผนึกและฉีดกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไปเพื่อใหความเขมขน
ของบรรยากาศในขวดไดประมาณรอยละ 30 เรียกสภาวะวา NMS+PHB/PHB+ 
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ภาพท่ี 8   แผนภาพแสดงข้ันตอนกระบวนการในการทดลองผลิตเมทานอลท่ีสภาวะตางๆ 

 
 
 

สภาวะท่ี 5 
NMS+PHB/PHB+ 
เล้ียงเช้ือในอาหาร
เอ็นเอ็มเอสและ  
ฟอสเฟตบัฟเฟอร
อัตราสวน 50 :50      

2 สัปดาห 
 
 

ถายลงสูฟอสเฟต
บัฟเฟอรท่ีมีสาร
ยับยั้งเอ็มดีเอชและ

สารกระตุน          
พีเอ็มเอ็มโอ 

 
 

สภาวะท่ี 1 
NMS/C/PBH+ 

เล้ียงเช้ือในอาหาร
เอ็นเอ็มเอส 2 
สัปดาห 

 
 

เซ็นตริฟวส 9,000 
รอบตอนาที นาน  

10  นาที 
 
 

เทน้ําเล้ียงเซลลท้ิง 
 
 

ลางเซลลดวย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร   

3 คร้ัง 
 
 

ถายลงสูฟอสเฟต
บัฟเฟอรท่ีมีสาร
ยับยั้งเอ็มดีเอชและ

สารกระตุน           
พีเอ็มเอ็มโอ 

สภาวะท่ี 2 
NMS/PHB+ 

เล้ียงเช้ือใน
อาหารเอ็นเอ็ม-
เอส 2 สัปดาห 

 
 

ถายลงสูฟอสเฟต
บัฟเฟอรท่ีมีสาร
ยับยั้งเอ็มดีเอช
และสารกระตุน 
พีเอ็มเอ็มโอ 

 
 

สภาวะท่ี 3 
NMS/NMS+ 

เล้ียงเช้ือใน
อาหารเอ็นเอ็ม-
เอส 2 สัปดาห 

 
 

ถายลงสูเอ็นเอ็ม
เอสท่ีมีสาร

ยับยั้งเอ็มดีเอช
และสารกระตุน 
พีเอ็มเอ็มโอ 

 
 
 

สภาวะท่ี 4 
PHB/PHB+ 

เล้ียงเช้ือใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 

2 สัปดาห 
 
 

ถายลงสูฟอสเฟต
บัฟเฟอรท่ีมีสาร
ยับยั้งเอ็มดีเอช
และสารกระตุน 
พีเอ็มเอ็มโอ 
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3.4  การศึกษาปริมาณมีเทนที่เหมาะสมตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟ 
 

        เตรียมเช้ือเมทาโนโทรฟดวยวิธีการท่ีเหมาะสมตอการผลิตเมทานอลดวยวิธีการขอ 
3.3.5  ลงสูสารละลาย 22.5 มิลลิลิตรซ่ึงประกอบดวย 12.9 มิลลิโมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมี 5         
ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต  20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมตและ 200 มิลลิโมลารโซเดียม-     
คลอไรดเปนสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจเีนส (Lee et al., 2004) ปดผนึกและบรรจกุาซมีเทน
บริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไปโดยใหมีความเขมขนของมีเทนในบรรยากาศแตกตางกันในแตละขวด
คือประมาณรอยละ 10, 20 และ 30 เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอนาทีท่ีอุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 
7 วัน ตรวจวดัปริมาณเมทานอลและมีเทนดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ  วิเคราะหปริมาณเช้ือ           
เมทาโนโทรฟเร่ิมตนและส้ินสุดในระบบดวยวิธีฟชวิเคราะหปริมาณของแข็งแขวนลอยท้ังหมด  
วิเคราะหปริมาณมีเทนและเมทานอลในเวลาตางๆ ดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ 

 
3.5  การศึกษาชนิดและสารยบัยั้งเอนไซมเมทานอลดีไฮโดรจีเนสที่เหมาะสม 

 
         กระบวนการเตรียมเช้ือท่ีใชในการทดลอง  นํามาจากคัดเลือกวิธีการท่ีเหมาะสมในขอ 
3.3.5  แตปรับเปล่ียนชนิดและความเขมขนของสารยับยั้งเอนไซมเมทานอลดีไฮโดรจเีนสจาก 
โซเดียมคลอไรด 200 มิลลิโมลารเปนโปแทสเซียมคลอไรด (KCl) แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)  
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) และโซเดียมคลอไรด (NaCl) โดยความเขมขนท่ีใช  ไดแก 5, 10, 30, 
50, 100, 200, 300, 400 มิลลิโมลาร   ปดผนึกและบรรจกุาซมีเทนเขาไปโดยใหมีมีเทนบริสุทธ์ิรอย
ละ 99.9 ในบรรยากาศประมาณรอยละ 10 เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 30 oซ 
เปนเวลา 3 วัน ตรวจวดัปริมาณเมทานอลและมีเทนดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ วิเคราะหปริมาณ
เช้ือเมทาโนโทรฟเร่ิมตนและส้ินสุดในระบบดวยวิธีฟช (พิชญา, 2550) 
 
               3.6  การผลิตเมทานอลโดยใชเกลือรวมกับกาซชีวภาพ 

 
        ใชเกลือชนิดและความเขมขนท่ีไดรับการคัดเลือกจากข้ันตอนท่ี 3.5 (300 มิลลิโมลาร
แมกนีเซียมคลอไรด)  โดยใชกาซชีวภาพสังเคราะหเปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบการใหมีเทน 
บริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน โดยอัตราสวนของกาซชีวภาพสังเคราะหประกอบดวยมีเทนตอ
คารบอนไดออกไซดในอัตราสวน 60 ตอ 40 บรรจุกาซชีวภาพสังเคราะหเขาไปเพื่อใหไดความ
เขมขนกาซชีวภาพในบรรยากาศรอยละ 16.66 (มีเทนรอยละ 10) เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอ
นาที  ท่ีอุณหภมิู 30 oซ เปนเวลา 5 วัน ตรวจวัดปริมาณเมทานอลและมีเทนดวยเคร่ืองแกส           
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โครมาโตกราฟ   วิเคราะหปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟเร่ิมตนและส้ินสุดในระบบดวยวธีิฟช              
(พิชญา, 2550) 
 
4.  การผลิตเมทานอลโดยการตรึงเซลลดวยแคลเซียมแอลจิเนต 

 
4.1  การเตรียมสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขนรอยละ 20 

 
        ช่ังโซเดียมอัลจิเนต 4  กรัม  ละลายในน้ํากล่ัน 20 มิลลิลิตร ซ่ึงไดความเขมขนเร่ิมตน

น้ําหนกัโดยปริมาตรเทากับรอยละ 20  ฆาเช้ือดวยความรอนช้ืน 121 oซ เปนเวลา 15 นาที  ท้ิงไวให
เย็น (อาบชัย, 2542) 

 
4.2  การตรึงเซลลดวยสารละลายโซเดียมอัลจิเนต 

 
       ผสมเช้ือท่ีผานการปรับสภาพจากขอ 2 ปริมาตร  2 มิลลิลิตรในสารละลายโซเดียม-   

อัลจิเนตเขมขนรอยละ 20 ปริมาตร 18 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  แลวคอยๆ หยดใสในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ในบีกเกอรซ่ึงวางบนฮอทเพลท  
ท่ีมีการกวนดวยแทงแมเหล็ก  อัตราการกวน 100 รอบตอนาที  เปนเวลา 20 นาที  ดังแสดงในภาพท่ี 
9 หลังจากนัน้นําเม็ดเจลท่ีไดถายใส 0.1โมลารแคลเซียมคลอไรดใหมปริมาตร 100 มิลลิลิตร  เพื่อ
เพิ่มความแข็งแรง  ทําการกวนอีกคร้ังท่ี 100 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที (อาบชัย, 2542)     

 

 
 

ภาพท่ี 9   การตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนต 
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4.3  การศึกษาความคงตัวของเม็ดเจลในสารยับยั้งชนดิตางๆ 
  

       นําเม็ดเจลท่ีไดจากขอ 4.2 ไปศึกษาความคงตัวของเม็ดเจลในสารยบัยั้งชนิดตางๆ ท่ี
ไดรับการคัดเลือกแลวจากการทดลองในขอ 4 คือ แมกนีเซียมคลอไรดและแคลเซียมคลอไรด   
ความเขมขน 300 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรดความเขมขน 200 มิลลิโมลาร  คัดเลือกสารยับยั้งท่ีทํา
ใหเม็ดเจลมีความคงตัวในสารละลายมากท่ีสุด โดยดูจากจํานวนเม็ดเจลท่ีคงสภาพไดนาน 1 วัน 
 

4.4  การศึกษาอัตราสวนระหวางเซลลและสารละลายโซเดียมแอลจิเนทท่ีเหมาะสม 
 

       ศึกษาโดยใชวิธีการขางตนโดยใชสารยับยั้งท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 1 แต
ปรับเปล่ียนอัตราสวนโดยรอยละโดยปริมาตรระหวางเมทาโนโทรฟและโซเดียมอัลจิเนตดังตาราง
ท่ี 7 

 
      ใสเม็ดเจลลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลาร ซ่ึงมี                       

5  ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมท และแคลเซียมคลอไรดความ
เขมขน 300 มิลลิโมลารเปนสารยับยั้ง ซ่ึงเปนสารยับยั้งท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 4.3 ปริมาตร  4 
มิลลิลิตร  ปดผนึกและบรรจุกาซชีวภาพสังเคราะห (อัตราสวนมีเทนตอคารบอนไดออกไซด เทากบั 
60 ตอ 40) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาท่ี 120 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30 oซ  เปรียบเทียบกับเช้ือท่ีไม
ตรึงเซลล (cell suspension) ท่ีมีปริมาตรเช้ือเร่ิมตนเทากนัคือ 2  มิลลิลิตร (ความเขมขน 1.1 กรัมตอ
ลิตร) 

 
       ศึกษาความคงตัวของเม็ดเจล ท่ีชวงเวลาตางๆ คัดเลือกสภาวะท่ีใชสารละลาย               

แคลเซียมอัลจิเนตนอยที่สุดท่ีทําใหเม็ดเจลมีความคงตัว 
 
4.5  การศึกษาขนาดของเม็ดเจลท่ีมีความเหมาะสมในกระบวนการผลิตเมทานอล 

  
       ทําการตรึงเซลลโดยใชอัตราสวนรอยละของเช้ือเร่ิมตนตอโซเดยีมอัลจิเนตท่ีเหมาะสมจากการ
ทดลองขางตนคือ รอยละ 50 ตอ 50  ความเขมขนเช้ือเร่ิมตน 1.1 กรัมตอลิตร  แตเปล่ียนขนาดของ
เสนผานศูนยกลางเจลคือ 2, 3, 4  และ 5  มิลลิเมตร  โดยใชขนาดของเข็มในการกําหนดขนาดของ
เม็ดเจล   ใสเม็ดเจลลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลาร ซ่ึงมี 5 ไมโคร
โมลารคอปเปอรซัลเฟต  20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมท และแคลเซียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง 
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ปดผนึกและบรรจุกาซชีวภาพสังเคราะหเขาไปเพื่อใหไดความเขมขนกาซชีวภาพในบรรยากาศ  
รอยละ 16.66 เขยาท่ี 120 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 oซ  เปนเวลา 3 วัน ตรวจวดัปริมาณของเมทานอล
และมีเทนดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ  ทดสอบชนิดและปริมาณของเช้ือเร่ิมตนและส้ินสุดดวย
วิธีการฟช (พชิญา, 2550) 
 
ตารางท่ี 7  การทดสอบอัตราสวนระหวางเช้ือเมทาโนโทรฟตออัลจิเนตที่เหมาะสม 
 

ปริมาตรเช้ือ 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรโซเดียม-       
อัลจิเนต (มิลลิลิตร) 

รอยละโดยปริมาตร
ของเช้ือ 

รอยละโดยปริมาตร
ของโซเดียมอัลจิเนต 

2 18 10 90 
2 8 20 80 
2 1 40 60 
2 2 50 50 

 
5.  สถานท่ีและระยะเวลาในการทํางานวิจัย 
 
 5.1  สถานท่ีทํางานวิจยั 
 
       หองปฏิบัติการภาควิชาวิศวกรรมส่ิงแวดลอม 1 และ 2   คณะวิศวกรรมศาสตร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขตบางเขน  กรุงเทพมหานคร 
 
 5.2  ระยะเวลาดําเนินการวิจยั 
 

         เร่ิมดําเนนิการวจิัยต้ังแตเดือนพฤษภาคม 2549 – เดือนพฤษภาคม 2550  
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ผลและวิจารณ 

 
1.  การวิเคราะหชนิด (Type) และปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟ 

 
ทําการแยกเช้ือเมทาโนโทรฟจากดนิหลุมฝงกลบจําลองท่ีมีการเจริญเติบโตของเช้ือชนิดนี้

โดยการตรวจสอบมีเทนออกซิเดชันของดนิ (พิชญา, 2550) โดยนําดินหลุมฝงกลบจําลองมาแยกเช้ือ
โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอส และวิเคราะหปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟโดยวิธีการฟช  โดยโพรป
ท่ีทําการศึกษาคือ  Mγ84 และ Mγ705  สําหรับวิเคราะหเมทาโนโทรฟ Type I และ Mα405 
สําหรับวิเคราะหเมทาโนโทรฟ Type II และ DAPI  สําหรับวิเคราะหจุลินทรียท่ัวไป  สําหรับสกุล 
(genus) ท่ีอยูในขอบขายของวิธีฟช ของการศึกษานี้  คือ  เมทาโนโทรฟ Type I ไดแก 
Methylococcus spp., Methylobacter spp., Methylomicrobium spp., Methylomanas spp., 
Methylosarcina spp., Methylosphaera spp., Methylocadum spp. และสําหรับเมทาโนโทรฟ Type II 
ไดแก Methylocystis spp., Methylosinus spp. (Eller et al., 2001) ภาพจุลินทรียท่ีคัดแยกไดดังแสดง
ในภาพท่ี 10  เม่ือพิจารณาอัตราสวนเช้ือจลิุนทรียท้ังหมดตอเมทาโนโทรฟพบวาเช้ือเมทาโนโทรฟ
ท้ัง 2  ชนิดสามารถแยกไดในตัวอยางดินคร้ังแรกในอัตราสวนรอยละ 46.5 + 6.34 ของเช้ือจุลินทรีย
ท้ังหมด  โดยในเช้ือจุลินทรียเมทาโนโทรฟ Type I รอยละ 12.8 + 5.67 และ Type II รอยละ 33.7 + 
9.21 

 
เม่ือนําเช้ือท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางดนิขางตนมาถายเช้ือลงสูอาหารเอ็นเอ็มเอสอีกคร้ัง  เพื่อ

ใชเปนหวัเช้ือเร่ิมตน (stock culture) สําหรับการผลิตเมทานอล   พบวามีเมทาโนโทรฟเพ่ิมข้ึนกวา
การคัดเช้ือคร้ังแรกโดยมีอัตราสวนประมาณรอยละ 67.21+ 12.92  ของเช้ือจุลินทรียท้ังหมดท่ียอม
ดวย DAPI ซ่ึงมีปริมาณสัดสวนเมทาโนโทรฟตอจุลินทรียท่ัวไปที่สูงข้ึนเม่ือถายเช้ือคร้ังท่ี 2 
เนื่องจากการถายเช้ือในอาหารเอ็นเอ็มเอสซ่ึงเปนอาหารท่ีจําเพาะ (selective) กับเช้ือเมทาโนโทรฟ
และใหมีเทนเปนแหลงคารบอนทําใหจุลินทรียท่ีไมสามารถใชมีเทนเปนแหลงคารบอนไดไม
สามารถเจริญและตายไป (นงลักษณและปรีชา, 2547) โดยอัตราสวนเมทาโนโทรฟ Type I รอยละ 
18.62 + 8.92 และ Type II รอยละ 48.59 + 10.01 โดยนําเช้ือดังกลาวมาใชในระบบการผลิต           
เมทานอลแบบเปนคร้ังทุกชุดการทดลอง  ระยะเวลา 3-7 วัน การเปล่ียนอัตราสวนระหวาง             
เมทาโนโทรฟ Type I และ Type II ในทุกชุดการทดลองไมเปล่ียนแปลงเกินรอยละ 10  ซ่ึงอาจเกิด
จากข้ันตอนการผลิตเมทานอลเพียง 3 ถึง 7 วัน  ดังนั้นจึงไมมีการเปล่ียนแปลงของชนิดของ               
เมทาโนโทรฟเทาใดนกั  และสําหรับจุลินทรียท่ีผานการตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนตกใ็หผล
เชนเดยีวกัน   
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     (ก)   เซลลจุลินทรียท่ัวไปท่ียอมดวย DAPI 

 
     (ข)   เซลลจุลินทรีย Type I ท่ียอมดวยโพรบ Mγ84 + Mγ705   

 
     (ค)   เซลลจุลินทรีย Type II ท่ียอมดวยโพรบ Mα405 

 
ภาพท่ี 10  เซลลจุลินทรียท่ียอมดวยโพรปชนิดตางๆ ในการวิเคราะหฟช 
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2.  การศึกษาปริมาณมีเทนท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเมทาโนโทรฟในการทดลองแบบกะ 
 
ในการทดสอบนี้เปนการทดสอบเพ่ือศึกษาปริมาณมีเทนท่ีเหมาะสมสําหรับกิจกรรมของ

เช้ือเมทาโนโทรฟในการทดลองแบบกะโดยใชอาหารเอ็นเอ็มเอส  กอนนํามาใชในกระบวนการ
ผลิตเมทานอล  โดยใหมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 ในบรรยากาศของขวดซีรัมขนาด 118 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีปริมาตรอากาศเทากับ 100 มิลลิลิตรท่ีใชในการทดลอง  โดยแปรผันปริมาณมีเทนเร่ิมตนความ
เขมขนประมาณรอยละ 10 – 40  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 0.236 กรัมตอมิลลิลิตร  พบวาการยอยสลาย
มีเทนของเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีใหมีเทนเร่ิมตนรอยละ 9.50 มีการยอยสลายมีเทนรวดเร็วภายใน 2 วนั
แรกและสามารถยอยสลายมีเทนจนหมดภายใน 3 วัน โดยมีปริมาณรอยละของออกซิเจนลดลงจาก
ออกซิเจนเร่ิมตนรอยละ 18.60 เหลือรอยละ 7.03 ในวันท่ี 3 ของการทดลอง (ภาพท่ี 11) แสดงวาใน
สภาวะดังกลาวมีปริมาณออกซิเจนในระบบอยางเพยีงพอ  ดังนั้นจึงไมมีการใชออกซิเจนในวนั
ตอมาของการทดลอง  สําหรับสภาวะท่ีใหปริมาณมีเทนเร่ิมตนในบรรยากาศรอยละ 19.99, 28.80 
และ 38.81 (ภาพท่ี 12, 13  และ 14) มีการยอยสลายมีเทนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงระยะเวลา 7 วัน
แรก โดยมีปริมาณมีเทนลดลงเหลือรอยละ 7.67, 15.11 และ 26.21 ตามลําดับ  และมีแนวโนมคงท่ี
ในวนัตอมา  ท้ังนี้การผลิตคารบอนไดออกไซดมีแนวโนมสอดคลองกับการใชมีเทน (ภาพท่ี 13) 
ในขณะท่ีปริมาณออกซิเจนลดลงจากรอยละ 16.95, 15.31 และ 13.28 เหลือรอยละ 2.15, 1.34 และ 
1.88 ตามลําดับ  ดังนั้นจึงสรุปไดวาปริมาณของออกซิเจนท่ีมีอยางจํากดัทําใหการยอยสลายมีเทน
ลดลง   

 
จากผลการทดลองจะเหน็วาสัดสวนระหวางกาซมีเทนและกาซออกซิเจนในบรรยากาศมี

ความสัมพันธตอการยอยสลายมีเทนของเมทาโนโทรฟ  จึงสรุปไดวาปริมาณมีเทนท่ีใชในการ
ทดลองถัดไปจึงควรอยูในชวงรอยละ 20 เนื่องจากเปนปริมาณท่ีมีเทนและออกซิเจนในระบบซ่ึงถูก
นําไปใช โดยเมทาโนโทรฟสมดุลกัน 
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ภาพท่ี 11  การเปล่ียนแปลงของมีเทน คารบอนไดออกไซด และออกซิเจนในบรรยากาศมีเทน 
                 เร่ิมตนรอยละ 10 ในการศึกษาผลของความเขมขนมีเทนตอกิจกรรมเมทาโนโทรฟ 
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ภาพท่ี 12  การเปล่ียนแปลงของมีเทน คารบอนไดออกไซด และออกซิเจนในบรรยากาศมีเทน 
                 เร่ิมตนรอยละ 20 ในการศึกษาผลของความเขมขนมีเทนตอกิจกรรมเมทาโนโทรฟ 
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ภาพท่ี 13  การเปล่ียนแปลงของมีเทน คารบอนไดออกไซด และออกซิเจนในบรรยากาศมีเทน 
                 เร่ิมตนรอยละ 30 ในการศึกษาผลของความเขมขนมีเทนตอกิจกรรมเมทาโนโทรฟ 
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ภาพท่ี 14  การเปล่ียนแปลงของมีเทน คารบอนไดออกไซด และออกซิเจนในบรรยากาศมีเทน 
                 เร่ิมตนรอยละ 40 ในการศึกษาผลของความเขมขนมีเทนตอกิจกรรมเมทาโนโทรฟ 
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3.  การศึกษาเพื่อคัดเลือกสภาวะท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตเมทานอลจากเชื้อเมทาโนโทรฟผสม
แบบแขวนลอย  (suspension) ในระบบการผลิตแบบเปนคร้ัง (batch experiment) 
 

3.1  การศึกษาเบ้ืองตนในการผลิตเมทานอลของเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีคัดแยกได 
 
       นําเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีคัดแยกเช้ือเมทาโนโทรฟไดจากข้ันตอนท่ี 1 มาทดสอบการผลิต         

เมทานอลเบ้ืองตนโดยใชวิธีของ Lee et al. (2004)  ซ่ึงใชโซเดียมคลอไรดความเขมขน 200 มิลลิ- 
โมลารเปนสารยับยั้งเอนไซมเมทานอลดีไฮโดรจีเนส 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟตเปนสาร
กระตุนเอนไซมพีเอ็มเอ็มโอใน 12.9 มิลลิโมลาร  ซ่ึงมี 20 มิลลิโมลารโซเดยีมฟอรเมตเพื่อปองกัน
การลดลงของฟอรมัลดีไฮดภายในเซลลของเมทาโนโทรฟ  ในทุกสภาวะการทดสอบผลการทดลอง
แสดงในภาพที่ 15 โดยพบวาการทดสอบทุกชุดเร่ิมมีการผลิตเมทานอลเม่ือระยะเวลาผานไป 3 วัน 
โดยการใชกาซชีวภาพอยางเดียวมีการผลิตเมทานอลอยางรวดเร็วและสูงกวาการใชมีเทนบริสุทธ์ิท้ัง
สองกรณีของการใชและไมใชสารยับยั้งโซเดียมคลอไรด  แตการไมใชสารยับยั้งใหเมทานอลสูงสุด
เร็วกวาการใชสารยับยั้งซ่ึงใชเวลา 5 และ 8 วัน ตามลําดบั  อยางไรก็ตามปริมาณเมทานอลในกรณี
กาซชีวภาพมแีนวโนมลดลงตามเวลาของการทดลอง  สวนในกรณีของกาซมีเทนบริสุทธ์ิ  การใช
สารยับยั้งใหผลดีกวาการไมใชสารยับยั้งอยางมีนัยสําคัญโดยใหเมทานอลสูงสุดท่ี 8 วันของการบม
และคอนขางคงท่ีตลอดระยะเวลา 22 วันของการทดลอง 

 
                     อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาถึงอัตราการผลิตเมทานอลสูงสุดตอมวลมีเทนท่ีใชไป   
(ภาพท่ี 16)  พบวาอัตราการผลิตเมทานอลสูงสุดในกรณท่ีีใชกาซชีวภาพอยางเดยีว  โดยอัตราการ
ผลิตเมทานอลเทากับ 1,185 นาโนกรัมตอกรัมมีเทน  โดยการใชสารยบัยั้งเปนโซเดยีมคลอไรดให
ผลผลิตตํ่ากวาการไมใชสารยับยั้งประมาณ 5 เทา (239 นาโนกรัมตอกรัมมีเทน) และการใชกาซ
มีเทนบริสุทธ์ิใหอัตราการผลิตเมทานอลเพียง 151 และ 218 นาโนกรัมตอกรัมมีเทนในชุดท่ีใชและ
ไมใชสารยับยัง้ตามลําดับ 

 
                     จากผลการทดลองพบวาเช้ือเมทาโนโทรฟผสมท่ีคัดแยกไดสามารถผลิตเมทานอลไดมี
ประสิทธิภาพไดดีในสภาพท่ีมีสารกระตุนคอปเปอร  และใชมีเทนจากกาซชีวภาพโดยไมมีการเตมิ
สารยับยั้งท่ีเปนเกลือโซเดียมคลอไรด  ท้ังนี้คาดวาคารบอนไดออกไซดสามารถชวยทําใหเอนไซม              
เมทานอลดีไฮโดรจีเนสทํางานชาลงซ่ึงเปนธรรมชาติของปฏิกิริยาเคมีท่ีมีผลผลิตในกระบวนการ
เปนสารยับยั้งสอดคลองกับผลการศึกษาของ Xin et al. (2004) ท่ีรายงานวากาซ
คารบอนไดออกไซด สามารถเพ่ิมผลผลิตของเมทานอลในระบบท่ีใชเช้ือเมทาโนโทรฟได  อยางไร
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ก็ตามเกลือโซเดียมคลอไรดสามารถทําใหเมทานอลในระบบเสถียรไดดีกวากรณีอ่ืนๆ โดยสามารถ
รักษาปริมาณเมทานอลในระดับใกลเคียงปริมาณสูงสุดไดถึง 2 สัปดาห  
 
                     เม่ือเปรียบเทียบปริมาณเมทานอลกับการทดลองของ Lee et al. (2004)  ซ่ึงใชเช้ือ
บริสุทธ์ิของ Methylosinus trichosporium OB3b ความเขมขน 0.6 กรัมตอลิตร  โซเดียมคลอไรด
ความเขมขน  200 มิลลิโมลารเปนสารยับยัง้ โดยใหมีเทนบริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอนปริมาณมีเทน
เร่ิมตนรอยละ 25  พบวาปริมาณเมทานอลสูงสุดจากการทดลองยงัมีปริมาณท่ีต่ํา (7.3 ไมโคร-       
โมลาร) เม่ือเทียบกับคาสูงสุดของการทดลองของ Lee et al. (2004) ซ่ึงพบปริมาณเมทานอลสูงสุดท่ี 
7 มิลลิโมลาร  ภายใน 2 วัน  การท่ีปริมาณของเมทานอลในการทดลองนี้ต่ํากวาการทดลองของ Lee 
et al. (2004)  ท้ังนี้เนื่องมาจากเช้ือท่ีใชในการทดลองเปนเช้ือเมทาโนโทรฟแบบผสม  ดังนั้นจึงตอง
ทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตเมทานอลโดยเช้ือเมทาโนโทรฟผสมท่ีใชในงานวจิยั
นี้  โดยทําการศึกษาอุณหภมิู  สารละลายและข้ันตอนเพ่ือปรับสภาพเมทาโนโทรฟใหมีความ
เหมาะสมตอการผลิตเมทานอล   ปริมาณมีเทนท่ีเหมาะสมในการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟ
ผสมการคัดเลือกชนิดของสารยับยั้งและความเขมขน ท่ีเหมาะสมตอการยับยั้งเมทานอลดี-         
ไฮโดรจีเนส  และการใชกาซชีวภาพในการผลิตเมทานอล 
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ภาพท่ี 15  การผลิตเมทานอลตามเวลาเม่ือมีแหลงมีเทนบริสุทธ์ิและกาซชีวภาพภายใตสภาวะ 

    การกระตุนดวยคอปเปอรและยับยั้งดวยโซเดียมคลอไรด 
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ภาพท่ี 16  การผลิตเมทานอลตอมวลมีเทนท่ีใชไปเม่ือใชมีเทนบริสุทธ์ิและกาซชีวภาพเปน 

    สารอาหารภายใตสภาวะการกระตุนดวยคอปเปอรและยับยั้งดวยโซเดียมคลอไรด 
    (หมายเหตุ MOR = Methane Oxidation Rate) 
 

3.2  การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 

                     การทดลองในข้ันตอนนี้เปนการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตเมทานอล
ของแบคทีเรียเมทาโนโทรฟ  โดยมีสภาวะในการทดลองเชนเดียวกับการทดสอบการผลิตเมทานอล
เบ้ืองตนในขอ 3.1 โดยใหมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 ปริมาณมีเทนเร่ิมตนในบรรยากาศรอยละ 30 
โดยอุณหภูมิท่ีทําการศึกษา ไดแก อุณหภูมิหอง (25  + 2 oซ)  อุณหภูมิ 40 และ 50 oซ  

 
                     จากการทดลองพบวา ท่ีอุณหภูมิ 40 oซ มีการยอยสลายมีเทนตํ่ามากและไมมีการผลิต          
เมทานอล  สวนท่ีอุณหภูมิ 50 oซ ไมเกิดการยอยสลายมีเทนและการผลิตเมทานอลในทุกชุดการ
ทดสอบ  ท้ังนี้เปนเพราะเช้ือท่ีแยกไดจากระบบหลุมฝงกลบจําลองเปนระบบท่ีอยูภายใตภายใต
อุณหภูมิหอง  จึงอาจไมมีเช้ือเมทาโนโทรฟกลุมเทอรโมฟลอยู  สําหรับผลการทดลองการยอยสลาย
ของมีเทนท่ีอุณหภูมิหองจะเปนดังท่ีไดกลาวมาแลวในขอ 3.1  
 
 
 
 

4 

4 
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3.3  การคัดเลือกสารละลายและข้ันตอนเพื่อปรับสภาพเมทาโนโทรฟใหมีความเหมาะสม
ตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟผสม 

 
                     จากการทดลองท่ีผานมาขางตนนั้นพบวาเช้ือมีระยะเวลาคอนขางนานในการปรับ
สภาพ กอนมีการผลิตเมทานอล (ประมาณ 5 วัน) ซ่ึงอาจเกิดเนื่องจากเช้ือไดรับความ
กระทบกระเทือนจากการตกตะกอนดวยการปนเหวีย่งท่ีความเร็วสูง  การลางเซลล  และผลกระทบ
จากการเปล่ียนแปลงชนิดของสารตัวกลางจากอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสเปนฟอสเฟตบัฟเฟอร  
การทดลองในข้ันตอนนี้จึงเปนการศึกษาคัดเลือกสารละลายและข้ันตอนท่ีใชในข้ันตอนการ
เพาะเล้ียงเช้ือและการผลิตเมทานอลเพ่ือลดระยะเวลาในชวงการปรับสภาพของเช้ือจากการเปล่ียน
สารตัวกลางและลดข้ันตอนการปนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเชื้อซ่ึงเปนข้ันตอนท่ียุงยากและมี
ผลกระทบตอเซลล   

 
                     ผลการทดสอบดังแสดงในภาพท่ี 17 พบวาใน NMS/C/PHB+ ซ่ึงเปนสภาวะเดิมโดย
ปริมาณเช้ือเร่ิมตนในระบบ 10 กรัม มีการผลิตเมทานอลในวนัท่ี 2 เทากับ 0.644 ไมโครกรัมตอกรัม
มีเทน และปริมาณเมทานอลสูงสุดในวันท่ี 4  เทากับ 2.69 ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน ซ่ึงปริมาณ          
เมทานอลที่ตรวจพบในสภาวะนี้มีปริมาณท่ีต่ํามาก  สําหรับในสภาวะท่ี NMS/PHB+ คือ เล้ียงเช้ือ        
เมทาโนโทรฟในอาหารเอ็นเอ็มเอสแลวถายลงสูฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมีโซเดียมคลอไรดเปนสาร
ยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสและคอปเปอรซัลเฟตซ่ึงเปนสารกระตุนพีเอ็มเอ็มโอพบวาไมมีการ
ผลิตเมทานอลในระหวางระยะเวลา 7 วัน ท่ีทําการศึกษาท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการเปล่ียนแปลงชนดิ
ของสารตัวกลางทําใหเซลลตองใชระยะเวลาในการปรับสภาพและปริมาณเซลลเร่ิมตนท่ีต่ํากวา
สภาวะท่ี 1 (0.0032 กรัม)     

 
                     ในสภาวะท่ี NMS/NMS+ คือ เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสเปนเวลา 2 สัปดาห
กอนถายลงสูอาหารเอ็นเอ็มเอสใหมซ่ึงมีสารยับยั้งคือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 200 มิลลิโมลาร
ไมพบการผลิตเมทานอลในตลอดชวงเวลาการผลิต คือ 7 วัน  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากอาหารเอ็นเอ็ม- 
เอสมีแหลงของธาตุอาหารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของเมทาโนโทรฟซ่ึงสารอาหารเหลานั้นอาจ
ถูกนําไปใชเปนสวนประกอบของเซลล  เอนไซม  และอ่ืนๆ ทําใหเมทาโนโทรฟอาจนํามีเทนมาใช
เพื่อการสรางเซลลมากกวาผลิตเมทานอล  ประสิทธิภาพของสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสอาจ
ทํางานไดไมเต็มท่ีในสภาวะน้ี  ซ่ึงการสะสมของปริมาณเมทานอลใหสูงในระดับท่ีตรวจวดัไดอาจ
ตองใชระยะเวลานาน 
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                     ในสภาวะท่ี PHB/PHB+ คือ สภาวะท่ีมีการเล้ียงเมทาโนโทรฟในฟอสเฟตบัฟเฟอร
แลวจึงถายลงสูฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมีโซเดียมคลอไรดและคอปเปอรซัลเฟตพบวามีการผลิต              
เมทานอลภายในวนัท่ี 1 ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจพบเทากับ 177.94 ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน โดยมี
ปริมาณเช้ือเร่ิมตนในระบบ 0.0019 กรัม และมีปริมาณเมทานอลสูงสุดในวนัท่ี 4  (406.72 
ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน)  สําหรับในสภาวะท่ี NMS+ PHB/PHB+ คือ เล้ียงเช้ือในเอ็นเอ็มเอสท่ีมี
การผสมฟอสเฟสบัฟเฟอรในอัตราสวน  50 ตอ 50 เพื่อใหเช้ือปรัปสภาพกอนถายลงสูฟอสเฟส
บัฟเฟอรท่ีมีโซเดียมคลอไรดและคอปเปอรซัลเฟตมีการตรวจพบเมทานอลในวนัท่ี 1 เชนเดยีวกับ
วิธีท่ี 4 โดยมีปริมาณเมทานอลท่ีตรวจพบเทากับ 425.78 ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน (ปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน 0.0022 กรัม) ซ่ึงเปนปริมาณเมทานอลท่ีตรวจพบในวนัท่ี 1 เปนปริมาณเมทานอลท่ีสูงสุดใน
ชวงเวลาการศึกษา  จะเหน็วาสภาวะท่ี 5 ท่ีใชในการทดลองศึกษาเปนสภาวะท่ีมีความเหมาะสมมาก
ท่ีสุดในการผลิตเมทานอลโดยเมทาโนโทรฟผสมจึงนําสภาวะท่ี 5 ไปใช ในการเตรียมเช้ือ               
เมทาโนโทรฟเพ่ือผลิตเมทานอลในการทดลองตอไป 
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ภาพท่ี 17  อัตราการผลิตเมทานอลของแตละสภาวะการทดลองในการคัดเลือกสารละลายและ 

   ข้ันตอนในการปรับสภาพเมทาโนโทรฟ   
 
             3.4  ปริมาณมีเทนท่ีเหมาะสมในการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟผสม 

 
จากการศึกษาปริมาณมีเทนที่มีความเหมาะสมในการผลิตเมทานอลพบวาเม่ือใหมีเทน

ในบรรยากาศประมาณรอยละ 10, 20 และ 30 พบวามีแนวโนมการเปลี่ยนแปลงคลายคลึงกันและ
ปริมาณเมทานอลท่ีผลิตไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (ภาพท่ี 18)  โดยปริมาณเมทานอลสูงสุดใน

+ + + + +

4 
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วันท่ี 3 ของการทดลอง (ความเขมขนของเมทานอล 412.98, 477.80, 465.89 ไมโครโมลาร) และ
ปริมาณเมทานอลจะลดลงหลังจากนั้น  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสารท่ีมีแรงไอออนิคสูงสามารถยับยั้ง
การทํางานของเมทานอลดีไฮโดรจีเนสไดบางสวนเทานัน้  และไมไดยบัยั้งการทํางานของเอนไซม
ในสวนอ่ืนๆ ไดแก ฟอรมัลดไีฮดดีไฮโดรจีเนส  ฟอรเมตดไีฮโดรจีเนส  ดังนั้นจึงมีการเปล่ียนแปลง
ของเมทานอลเปนฟอรมัลดีไฮด  ฟอรเมตและคารบอนไดออกไซด  ตามลําดับ  ทําใหปริมาณ        
เมทานอลในระบบลดลง  การเปล่ียนแปลงของกาซและเมทานอลท่ีเวลาตางๆในแตละระบบท่ีมี
มีเทนเร่ิมตนประมาณรอยละ 10, 20 และ 30  ดังแสดงในภาพท่ี 18, 19 และ 20 ตามลําดับ โดย
ปริมาณมีเทนเร่ิมตนรอยละ  9.05, 19.36 และ 29.48 ตามลําดับ จะลดลงเหลือรอยละ 5.64, 13.79 
และ 23.92 ในระยะเวลาการศึกษา 7 วัน  การใหมีเทนในปริมาณมากไมสงผลใหมีการผลิต            
เมทานอลเพ่ิมข้ึนท้ังนี้คงเนื่องมาจากปริมาณเช้ือท่ีจํากัดหรืออีกนัยหนึง่คือเอนไซมเอ็มเอ็มโอมี
จํากัด (พัชรา, 2543)  อีกทั้งปริมาณของมีเทนซ่ึงอยูในสถานะกาซทําใหละลายลงสูตัวกลางที่เปน
ของเหลวไดอยางจํากดั   นอกจากนี้การสะสมของเมทานอลซ่ึงเปนสารตัวกลางอีกชนดิในวิถีเมตะ
บอลิซึมของเมทาโนโทรฟทําใหเกิดการยับยั้งการนํามีเทนมาใช  ซ่ึงสอดคลองกับการเปล่ียนแปลง
ของกาซคารบอนไดออกไซดพบวากาซคารบอนไดออกไซดจะเพิ่มประมาณรอยละ 2 – 3  และ
ปริมาณออกซิเจนจะลดลงจากออกซิเจนเร่ิมตน 18.40, 17.19 และ 15.41 ตามลําดับ  ลดลงเหลือ 
13.47, 13.37 และ 13.46 ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นวาออกซิเจนลดลงประมาณรอยละ 3 เทานั้น  ดังนัน้จงึ
ไมใชขอจํากดัของปริมาณออกซิเจนท่ีไมเพียงพอ  สามารถสรุปไดวาปริมาณมีเทนเพยีงรอยละ 10 ก็
เพียงพอสําหรับการนําไปใชเพื่อผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟในการทดลองน้ี 
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ภาพท่ี  18  ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจวดัในเวลา 7 วัน โดยมีความเขมขนมีเทนในบรรยากาศ     
            แตกตางกันโดยมี 200 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง 
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ภาพท่ี 19  การเปล่ียนแปลงของเมทานอล  มีเทน  คารบอนไดออกไซดและออกซิเจนในบรรยากาศ 
     มีเทนเร่ิมตนรอยละ 10 โดยมี 200 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง 
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ภาพท่ี 20  การเปล่ียนแปลงของเมทานอล  มีเทน  คารบอนไดออกไซดและออกซิเจนในบรรยากาศ 
                 มีเทนเร่ิมตนรอยละ 20 โดยมี 200 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง 
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ภาพท่ี 21  การเปล่ียนแปลงของเมทานอล  มีเทน  คารบอนไดออกไซดและออกซิเจนในบรรยากาศ 
                 มีเทนเร่ิมตนรอยละ 30 โดยมี 200 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง 
     

3.5  การคัดเลือกชนิดของสารยับยั้งและความเขมขนท่ีเหมาะสมตอการยับยั้งเมทานอล-             
ดีไฮโดรจีเนส 

 
                     การคัดเลือกชนิดของสารยับยั้งและความเขมขนท่ีเหมาะสมตอการยับยัง้เมทานอล-             
ดีไฮโดรจีเนส  พบวาปริมาณเมทานอลสูงสุดในวันท่ี 3 ของการทดลองในทุกๆ สภาวะ  โดยปริมาณ      
เมทานอลที่ผลิตในวนัท่ี 3 ดังแสดงในภาพท่ี 22 โดยผลการทดสอบพบวามีการผลิตเมทานอลใน
ทุกๆ ความเขมขนของสารละลายท่ีมีโซเดียมคลอไรด แมกนีเซียมคลอไรด และแคลเซียมคลอไรด  
ยกเวนกรณีท่ีใชโปแทสเซียมคลอไรดท่ีพบเมทานอลเพียงท่ีความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  ท้ังนี้
เนื่องจากเซลลมีความสามารถในการรักษาสมดุลของโปแทสเซียมไอออน (K+) ไดดี (Oren,1999) 
ทําใหความสามารถในการยบัยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสตํ่า  ถึงแมวาจะใชความเขมขนสูงมากเทาไร
ก็ตามโดยเกลือแมกนีเซียมคลอไรดและแคลเซียมคลอไรดใหเมทานอลสูงสุดเทากับ 1806 และ 765 
ไมโครโมลารท่ีความเขมขนเกลือ 300 มิลลิโมลาร  ในขณะท่ีโซเดียมคลอไรดใหเมทานอลสูงสุด
เทากับ 421 ไมโครโมลารท่ีความเขมขนเกลือ 200 มิลลิโมลาร  ซ่ึงเปนความเขมขนดงักลาวท่ี
สอดคลองกับการทดลองของ Lee et al. (2004) ซ่ึงศึกษาการผลิตเมทานอลโดยเช้ือ Methylosinus 
trichosporium OB3b ในสภาวะท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 200 มิลลิโมลารเปน
สารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส ใน 12.9  มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอร 5 ไมโครโมลาร                   
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คอปเปอรซัลเฟตและ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต  โดยมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน  0.6 กรัมเซลลแหง
ตอลิตร   พบวามีการผลิตเมทานอล 7.7 มิลลิโมลารท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง สําหรับ แมกนเีซียมคลอไรด
และแคลเซียมคลอไรดมีความสามารถในการยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจเีนสสูงกวาโซเดียมคลอไรด
เนื่องมาจากบริเวณเรง (active site) ของเมทานอลดีไฮโดรจีเนส ประกอบดวยแคลเซียมไอออน 
(Ca2+) จับกับพีคิวคิว (PQQ: Pyrroloquinoline quinine) ซ่ึงเปนโปรตีนในเอนไซมเมทานอล-             
ดีไฮโดรจีเนส (Anthony et al, 2002) การใชสารยับยั้งซ่ึงมีประจุ +2 จะมีความสามารถในการแยง
จับพีคิคิวกับแคลเซียมไอออนท่ีบริเวณเรงไดสูงกวาประจุ +1 และแคลเซียมไอออนอิสระในเซลลก็
สามารถแยงจบัพีคิวคิวไดเชนกัน 
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ภาพท่ี 22  ผลของความเขมขนและชนดิของเกลือโปแทสเซียมคลอไรด  โซเดียมคลอไรด  
                  แมกนีเซียมคลอไรด และแคลเซียมคลอไรดในการผลิตเมทานอลในวนัท่ี 3 ของการ 
                  ทดลอง   
 

3.6  การศึกษาการผลิตเมทานอลดวยกาซชีวภาพ 
 

                การทดลองใชกาซมีเทนหรือกาซชีวภาพเพียงอยางเดยีวโดยไมมีเกลือแมกนีเซียม-          
คลอไรดพบวาไมมีการผลิตเมทานอลในการใชกาซมีเทนอยางเดยีวแตมีการผลิตเมทานอลเม่ือใช
กาซชีวภาพซ่ึงใหเมทานอลสูงสุดท่ีระยะเวลา 3 วัน เทากบั 240 ไมโครโมลาร และเม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งของ 300 มิลลิโมลารแมกนีเซียมคลอไรด ในสภาวะท่ีมีกาซชีวภาพกับกาซ
มีเทนบริสุทธ์ิพบวาปริมาณความเขมขนเมทานอลเม่ือใชกาซมีเทนบริสุทธ์ิจะผลิตไดสูงกวากาซ
ชีวภาพ (ภาพท่ี 23) อาจสืบเนื่องจากปริมาณสารต้ังตน (มีเทน) มีคาสูงกวา  อยางไรกต็ามการใชกาซ
มีเทนใหความเสถียรในการผลิตเมทานอลท่ีต่ํากวา และเม่ือพิจารณาผลผลิตเมทานอลตอปริมาณ
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กาซมีเทนท่ีถูกใชไปกับอัตราการใชมีเทนตอเซลลตอวัน (ภาพท่ี 24)  พบวาในสภาวะท่ีใชกาซ
ชีวภาพเปนแหลงคารบอนจะมีอัตราการใชมีเทนตอเซลลตอวันตํ่ากวาการใชมีเทนบริสุทธ์ิเปน
แหลงคารบอน  ในขณะท่ีมีอัตราการผลิตเมทานอลที่สูงกวา  ท้ังนีเ้นื่องมาจากคารบอนไดออกไซด
ซ่ึงเปนสารผลิตภัณฑสุดทายของกระบวนการเมตะบอลิซึมสามารถทําใหปฏิกิริยาการออกซิเดชัน
เมทานอลโดยเมทานอลดีไฮโดรจีเนสชาลง 
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ภาพท่ี 23  ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจพบโดยใช 300 มิลลิโมลารแมกนีเซียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง 

เมทานอลดีไฮโดรจีเนส  เปรียบเทียบระหวางสภาวะท่ีมีกาซมีเทนและกาซชีวภาพใน      
บรรยากาศในการทดลอง 
 

4.  การศึกษากระบวนการผลิตเมทานอลดวยเชื้อเมทาโนโทรฟผสมแบบตรึงเซลลดวยระบบการ 
ผลิตแบบเปนคร้ัง 

 
4.1  การศึกษาความคงตัวของเม็ดเจลในสารยับยั้งชนดิตางๆ  และความสามารถในการผลิต        

เมทานอล 
 
    ศึกษาการผลิตเมทานอลโดยการตรึงเซลลเมทาโนโทรฟดวยแคลเซียมอัลจิเนต  

เนื่องจากการตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตเปนวิธีท่ีปลอดภัยและไดรับการยอมรับใหใชเปนวตัถุ
เจือปนในอาหารได (สมใจ, 2545; ดุษฎี, 2546) และเมทาโนโทรฟเปนแบคทีเรียท่ีมีโปรตีนสูง
(Hanson and Hanson, 1996)  ดังนั้นการตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตจึงสามารถนําไปใชเปน 
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ภาพท่ี 24  ผลผลิตเมทานอลตอปริมาณมีเทนท่ีใชไปและอัตราการออกซิเดชันมีเทนตอเซลลตอ 
                  วันท่ีตรวจพบโดยใช 300 มิลลิโมลาร แมกนีเซียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง                           

เมทานอลดีไฮโดรจีเนสในการผลิตเมทานอล เปรียบเทียบสภาวะที่มีมีเทนบริสุทธ์ิและ  
กาซชีวภาพในการทดลอง   

 
อาหารสัตวไดหลังจากส้ินสุดกระบวนการ  นอกจากนั้นยังรักษาสภาพแบคทีเรียไดนานสามารถ
นํามาใชตอไดหลายคร้ัง (สมใจ, 2545; ดุษฎี, 2546) 

 
       ในการตรึงเซลลเมทาโทรฟผสมเจลท่ีผานการตรึงเร่ิมตนมีลักษณะกลม ใส ไมมีสี  

สามารถมองเห็นเซลลท่ีอยูในเม็ดเจลได การกระจายตัวของเซลลในเม็ดเจลมีความสม่ําเสมอ ดัง
แสดงในภาพที่ 25 จากผลการทดลองเพื่อคัดเลือกสารยับยั้งท่ีใชในกระบวนการตรึงเซลลพบวา  
สารยับยั้งท่ีมีความเหมาะสมตอการผลิตเมทานอลในระบบการผลิตแบบเซลลแขวนลอยกับแบบ
ตรึงเซลลจะแตกตางกัน  โดยจากการทดลองกอนหนาพบวาแมกนีเซียมคลอไรดความเขมขน 300 
มิลลิโมลารจะมีความเหมาะสมมากท่ีสุด  แตในระบบการตรึงเซลลจะตองพิจารณาถึงความคงตัว
ของสารท่ีใชในการตรึงเซลลซ่ึงในท่ีนี้คืออัลจิเนตเพิ่มเขามาอีกดวย   ท้ังนี้เนื่องมาจากไอออนชนิด
ตางๆ สามารถดึงหรือใหประจุแกเม็ดเจลทําใหเม็ดเจลมีความแข็งแรงมากนอยตางกนัดวย               
(สมใจ, 2545) 

  
        ผลการทดลองพบวาเม็ดเจลท่ีอยูในฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีไมมีสารยับยัง้ใดๆ จะมีสภาพ
เจลที่ไมแข็งแรงและเม็ดเจลจะแตกทําใหเซลลร่ัวออกมาภายใน 24 ช่ัวโมง  ท้ังนี้เนื่องจากฟอสเฟต-

2 2 

4 

4 
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เปนตัวจับแคลเซียม (calcium – chelating agent) ทําใหสามารถดึงแคลเซียมไอออนออกจากเจลได 
(สมใจ, 2545) 
 

       จากการทดลองพบวาโซเดียมคลอไรดไมสามารถนํามาใชเปนสารยับยั้งในการผลิต            
เมทานอลดวยกระบวนการตรึงเซลลไดเนื่องจากเม็ดเจลไมมีความคงตัวเพราะโซเดียมไอออน
สามารถเขาไปแทนท่ีแคลเซียมไอออนทําใหเจลไมคงตัว เกิดการละลายของเจลและเซลลร่ัวออกมา  
เชนเดยีวกับการใชแมกนเีซียมคลอไรดเปนสารยับยั้ง  แมกนีเซียมไอออนสามารถเขาไปแทนท่ี
แคลเซียมไอออนไดเชนกัน   แตเม็ดเจลท่ีอยูในแมกนีเซียมไอออนจะมีความคงตัวมากกวาเม็ดเจลท่ี
อยูในโซเดยีมไอออน  เม็ดเจลท่ีอยูในแมกนีเซียมคลอไรดจะมีลักษณะเปนเม็ดกลมแตเม่ือบีบจะ
แตกงาย  ซ่ึงแตกตางจากเม็ดเจลท่ีอยูในแคลเซียมคลอไรดจะมีความแขง็แรง  ไมแตกงาย สภาพ
แสดงลักษณะการจับกันของพื้นท่ีผิวของเม็ดเจลเม่ืออยูในสารละลายท่ีมีเกลือชนิดตางๆ ดังแสดง
ในภาพท่ี 26  

 

 
 

ภาพท่ี 25  เม็ดเจลของแคลเซียมอัลจิเนตเร่ิมตนกอนเขาสูระบบ 
 

4.2  การศึกษาอัตราสวนระหวางเซลลและสารละลายโซเดียมอัลจิเนตท่ีเหมาะสม 
 

              การศึกษาในข้ันตอนนี้เปนการศึกษาอัตราสวนระหวางเซลลและสารละลาย
โซเดียมอัลจิเนตท่ีเหมาะสมตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟ  เม่ือเปรียบเทียบอัตราสวน
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ระหวางเซลลตอสารละลายโซเดียมอัลจิเนตท่ี 100:0, 10:90, 20:80, 40:60 และ 50:50 แลวพบวา
อัตราสวน 100:10 และ 10:90 มีแนวโนมการผลิตเมทานอลท่ีคลายคลึงกัน คือมีการผลิตเมทานอล
สูงสุดในวันท่ีแรกของการทดลองและลดลงตามระยะเวลาของการทดลอง  โดยอัตราสวน 100:0, 
10:90 ใหเมทานอลสูงสุดเทากับ 1509.16, 999.77 ไมโครโมลารตามลําดับ  สวนอัตราสวนท่ี 20:80, 
40:60 และ 50:50 มีการผลิตเมทานอลไมสมํ่าเสมอ  คือมีการผลิตเมทานอลสูงสุดในวันท่ี 3 (715.88  
ไมโครโมลาร), วันท่ี 2 (437.48 ไมโครโมลาร) และวนัท่ี 1 (626.54 ไมโครโมลาร)  ตามลําดับ  จาก
การทดลองพบวาเซลลท่ีถูกตรึงดวยอัลจเินตมีความแปรปรวนของเมทานอลที่ผลิตสูงอาจ
เนื่องมาจากการกระจายตัวของเซลลในอัลจิเนต  

 
อยางไรก็ตามพบวาอัตราสวนเทากับ 50:50 มีเม็ดเจลท่ีมีความคงตัวและเปนอัตราสวนท่ีใช        

อัลจิเนตนอยทีสุ่ดอีกดวย  จึงนําอัตราสวนดงักลาวมาใชในการทดลองตอไป   
  

 
(ก)  

 
(ข) 

 
(ค) 

 
(ง) 

 
ภาพท่ี 26  ภาพเม็ดเจลท่ีอยูในตัวกลางสารยับยั้งชนดิตางๆ จากกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 40 เทา 

โดย (ก) เม็ดเจลในฟอสเฟตบัฟเฟอร (ข) เม็ดเจลในฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมีโซเดียม-            
คลอไรด (ค) เม็ดเจลในฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมีแคลเซียมคลอไรด และ                
(ง) เม็ดเจลในฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมีแมกนีเซียมคลอไรด 
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ภาพท่ี 27  ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจวดัท่ีเวลาตางๆ โดยมีอัตราสวนเซลลตออัลจิเนทแตกตางกัน  

   เม่ือใชแคลเซียมคลอไรดเปนสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส  ท่ีขนาดเม็ดเจล  
   3 มิลลิเมตร 
 
4.3  การศึกษาขนาดของเม็ดเจลท่ีมีความเหมาะสมในกระบวนการผลิตเมทานอล 

 
        ทําการตรึงเซลลโดยแปรผันขนาดของเสนผานศูนยกลางของเจลคือ 2, 3, 4 และ 5 
มิลลิเมตร ตามลําดับ  ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 28  ผลการทดลองเม่ือเปรียบเทียบการผลิต           
เมทานอลของเช้ือเมทาโนโทรฟพบวาขนาดเสนผานศูนยกลางเจลมีผลตอการผลิตเมทานอล  โดย
ใหการผลิตเมทานอลแตกตางกัน คือ เม็ดเจล 2 มิลลิเมตรใหการผลิตเมทานอลสูงสุดวันท่ี 2 (737.09             
ไมโครโมลาร)  และลดลงในวันตอมา  สวนเมด็เจล 3 มิลลิเมตรใหเมทานอลสูงสุดวันท่ี 2 (602.63        
ไมโครโมลาร)  และคงท่ีตลอด 6 วัน  เม็ดเจล 4 มิลลิเมตรใหเมทานอลสูงสุดวันท่ี 1 (624.56                 
ไมโครโมลาร) และลดลงในวันท่ี 2, 3 และเพิ่มข้ึนอีกในวนัท่ี 4 ของการทดลอง  สวนเม็ดเจลขนาด 
5 มิลลิเมตรมีการผลิตเมทานอลชาท่ีสุดคือในวนัท่ี 3 (623.07 ไมโครโมลาร) ของการทดลอง  
อยางไรกต็ามสรุปไดวาเม็ดเจลท่ี 2 มิลลิเมตรเปนเม็ดเจลท่ีเหมาะสมท่ีสุด  เนื่องจากใหเมทานอล
สูงสุดและใชเวลาส้ันท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับเม็ดเจลขนาดอ่ืนๆ  เนื่องจากการสัมผัสกับสารยับยั้ง
และอากาศเปนไปไดงายกวาเม็ดเจลท่ีมีขนาดใหญ  สําหรับการผลิตเมทานอลของเซลลแขวนลอย
พบวาเซลลแขวนลอยใหเมทานอลสูงสุดในวันท่ีแรกของการทดลอง (1,509 ไมโครโมลาร) และ
ลดลงในวันท่ี 2  แลวคงท่ีจนถึงวันท่ี 4 จึงลดลงอีกในวันท่ี 5  
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        เมื่อเปรียบเทียบการผลิตเมทานอลระหวางเซลลท่ีถูกตรึงกับเซลลแบบแขวนลอย  
พบวาการผลิตเมทานอลโดยใชเซลลท่ีถูกตรึงจะตํ่ากวาอาจเน่ืองจากการสัมผัสระหวางเซลลกับ
มีเทนและออกซิเจนเปนไปไดยากกวา  อีกท้ังแคลเซียมอัลจิเนตเองกด็ึงดูดไอออนของแคลเซียม-
ไอออนซ่ึงเปนสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสดังนัน้จึงอาจสงผลทําใหประสิทธิภาพการยับยั้ง        
เมทานอลดีไฮโดรจีเนสของแคลเซียมคลอไรดลดลง (สมใจ, 2545)  ดังนั้นจึงไมเหมาะสมท่ีจะใช
แคลเซียมอัลจิเนตในการตรึงเซลลเมทาโนโทรฟโดยใชโดยใชเกลือเปนสารยับยั้งเมทานอล-            
ดีไฮโดรจีเนสในการผลิตเมทานอล   
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ภาพท่ี 28  ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจวดัท่ีเวลาตางๆ โดยมีขนาดเม็ดเจลแตกตางกัน เม่ือใช           
    แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 300 มิลลิโมลารเปนสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจเีนส 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 
สรุป 

 
1.  เช้ือเมทาโนโทรฟผสมสามารถนํามาใชในการผลิตเมทานอลไดดี   โดยวิธีการเตรียม

เช้ือเมทาโนโทรฟผสมท่ีเหมาะสมสําหรับใชในการผลิตเมทานอลในระบบแบบเปนคร้ังคือถายเช้ือ
เมทาโนโทรฟจากอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็มเอสใสใน 12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ท่ีมี 5 
ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต และ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต ในอัตราสวนหวัเช้ือตอ
ฟอสเฟตบัฟเฟอร รอยละ 50 ตอ 50 โดยปริมาตร  เปนเวลา 2 สัปดาห  กอนถายเช้ือ 2.5 มิลลิลิตรลง
สูฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 12.9 มิลลิโมลารท่ีมีโซเดียมฟอรเมต 20 มิลลิโมลาร  กับคอปเปอร
ซัลเฟต 5 ไมโครโมลาร  ซ่ึงมีสารยับยั้งท่ีเหมาะสมคือแมกนีเซียมคลอไรดความเขมขน 300 มิลลิ- 
โมลาร  

 
2.  เม่ือแปรผันปริมาณมีเทนเร่ิมตนในบรรยากาศที่รอยละ 10, 20 และ 30 ของปริมาตร

บรรยากาศโดยใชใชเกลือโซเดียมคลอไรดเปนสารยับยัง้เมทานอลดีไฮโดรจีเนสในสารละลาย 12.9       
มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟตเปนสารกระตุนพีเอ็มเอ็มโอและ 
20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต  พบวาการผลิตเมทานอลสูงสุดแตกตางกันเล็กนอย (413, 478 และ 
466 ไมโครโมลารตามลําดับ) 
 

3.  ชนิดของเกลือท่ีใชเปนสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนสซ่ึงใหเมทานอลสูงสุด  คือ 
แมกนีเซียมคลอไรด (300 มิลลิโมลาร) โดยใหเมทานอลเทากับ 1,806 ไมโครโมลาร เม่ือ
เปรียบเทียบคาสูงสุดของแคลเซียมคลอไรด (300 มิลลิโมลาร) โซเดียมคลอไรด (200 มิลลิโมลาร) 
และโปแทสเซียมคลอไรด (100 มิลลิโมลาร) ใหเมทานอลเทากับ 765, 421 และ 123 ไมโครโมลาร
ตามลําดับ  ในสารละลาย 12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต
เปนสารกระตุนพีเอ็มเอ็มโอและ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต   
  

       4.  เม่ือใชกาซชีวภาพเปนแหลงคารบอนแทนกาซมีเทนบริสุทธ์ิในกรณีท่ีไมมีสารยับยั้งใน 
12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟตเปนสารกระตุนพีเอ็มเอ็ม
โอและ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต  พบวากาซชีวภาพใหเมทานอล 240 ไมโครโมลาร ในขณะ
ท่ีกาซมีเทนไมสามารถใหเมทานอลได   สําหรับกรณีท่ีใชแมกนีเซียมคลอไรดความเขมขน 300 
มิลลิโมลารเปนสารยับยั้งใน 12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอร
ซัลเฟตเปนสารกระตุนพีเอ็มเอ็มโอและ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต    พบวากาชมีเทนให
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ปริมาณเมทานอลสูงกวากาซชีวภาพโดยใหเมทานอลสูงสุด 1,806 และ 964 ไมโครโมลาร
ตามลําดับ แตกาซชีวภาพใหความเสถียรและอัตราการผลิตเมทานอลตอมีเทนท่ีใชไปไดดีกวากาซ
มีเทนโดยใหเมทานอลเทากบั 4,559 และ 1,029 ไมโครกรัม เมทานอลตอกรัมมีเทนตามลําดับ  
 

5.  ในการทดลองใชเซลลเมทาโนโทรฟท่ีตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตพบวาไดปริมาณ         
เมทานอลเทากับ 737.09 ไมโครโมลารเม่ือใชเม็ดเจลเสนผานศูนยกลางขนาด 2 มิลลิเมตร ซ่ึงตํ่ากวา
เซลลแบบแขวนลอย (1509.15 ไมโครไมโครโมลาร) เม่ือใชแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 300 
มิลลิโมลารเปนสารยับยั้งใน 12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึงมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอร-
ซัลเฟตเปนสารกระตุนพีเอ็มเอ็มโอและ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต    ดังนั้นแคลเซียมอัลจิเนต
จึงเปนสารท่ีไมเหมาะสมท่ีจะนํามาใชในการตรึงเซลลเมทาโนโทรฟเพ่ือผลิตเมทานอลโดยใชเกลือ
เปนสารยับยั้งเมทานอลดีไฮโดรจีเนส 
 

ขอเสนอแนะ 
 

แนวทางการนาํผลไปใชในงานวิศวกรรมสิ่งแวดลอม 
 

 จากผลการทดลองสามารถสรุปแนวทางในการนําไปใชในการเปล่ียนมีเทนเพื่อผลิต            
เมทานอลในระบบการผลิตแบบเปนกะโดยใชเมทาโนโทรฟผสมแบบเซลลแขวนลอยไดดังตาราง 
ท่ี 8 
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ตารางท่ี 8  แนวทางในการผลิตเมทานอลจากมีเทนโดยใชเมทาโนโทรฟผสม 
 
1.  สภาวะท่ีเหมาะสมในข้ันตอนการปรับสภาพเช้ือกอนนําเขาสูระบบการผลิตเมทานอล 

สภาวะ สภาพท่ีเหมาะสม 
1.1  สารละลายท่ีใชในการปรับสภาพเช้ือ 
เมทาโนโทรฟ 
 
 
1.2  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
 
 
1.3  ปริมาณมีเทนในบรรยากาศในข้ันตอน
การปรับสภาพ 
1.4  ระยะเวลาในการปรับสภาพเช้ือ               
เมทาโนโทรฟ 

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ความเขมขน 
12.9 มิลลิโมลาร ท่ีมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอร
ซัลเฟต และ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมตผสมกับ
หัวเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเอ็นเอ็มเอส 
อัตราสวนโดยปริมาตรของหัวเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ
เอ็นเอ็มเอสตอสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเทากับ
รอยละ 50 ตอ 50  
รอยละ  20  ของปริมาตรอากาศ 
 
2  สัปดาห 
 

2.  สภาวะท่ีเหมาะสมในข้ันตอนในการผลิตเมทานอล 

สภาวะ สภาพท่ีเหมาะสม 

2.1  สารละลายและชนิดของเกลือและ 
ความเขมขนท่ีใช 
 
 
 
2.2  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
 
 
2.3  ปริมาณกาซมีเทนในบรรยากาศใน
กระบวนการผลิตเมทานอล 
2.4  ระยะเวลาในการกกัเก็บกาซและ
สารละลายในระบบ  
2.5  ปริมาณเมทานอลท่ีคาดวาจะผลิตได 

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ความเขมขน 
12.9 มิลลิโมลาร ท่ีมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอร
ซัลเฟต และ 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมตซ่ึงมี
แมกนีเซียมคลอไรดความเขมขน 300 มิลลิโมลาร
เปนสารยับยั้ง 
อัตราสวนโดยปริมาตรของเช้ือท่ีผานการปรับสภาพ
ตอปริมาตรของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมี
เกลือเปนสารยับยั้งเทากับรอยละ 10 ตอ 90 
รอยละ 10 ของปริมาตรอากาศ 
 
3 วัน 
 
1,800 – 2,000 ไมโครโมลาร 
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ภาคผนวก ก 
สารเคมี  วัสดุและอุปกรณตางๆท่ีใชในการทดลอง 
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ภาพผนวกท่ี ก1  ขวดซีรัมขนาด 25 และ 118 มิลลิลิตรท่ีใชในการทดลอง 
 

 
ภาพผนวกท่ี ก2  ขวดซีรัมขนาด 25 มิลลิลิตรท่ีภายในบรรจุเช้ือเมทาโนโทรฟในอาหารเล้ียงเช้ือ 

 เอ็นอ็มเอส 
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ภาพผนวกท่ี ก3  สารเคมีโซเดียมอัลจิเนตของบริษัทซิกมาที่ใชในการทดลอง 
 
1.  การเตรียมอาหารเล้ียงเชือ้เอ็นเอ็มเอส (Nitrate Mineral Salt, NMS) 
 
       สวนประกอบ 
 
  MgSO4• 7 H2O   1  กรัม 
  KNO3    1  กรัม 
  Na2HPO4• 7 H2O  0.717  กรัม 
  KH2PO4    0.272  กรัม 
  CaCl2• 6 H2O   0.2  กรัม 
  Ferric ammonium EDTA  0.004   กรัม 
  Trace element solution  0.5  มิลลิลิตร 
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        Trace element solution  
 

EDTA    0.5   กรัม 
FeSO4• 7 H2O   0.2   กรัม 
ZnSO4• 7 H2O   0.01    กรัม 
MnCl2• 4 H2O   0.003    กรัม 
HBO    0.03   กรัม 
33 CoCl2•  6 H2O  0.02   กรัม 
CaCl2• 2 H2O   0.001   กรัม 
NiCl• 6 H2O   0.002   กรัม 
22 Na2MoO4• 2H2O  0.003   กรัม 
Distilled water   1.0    ลิตร 

 
ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน  ปรับพีเอช (pH) เปน 7.0 แลวนําอาหารเล้ียง

เช้ือดังกลาวไปฆาเช้ือดวยความรอนช้ืน (Autoclave) ท่ีความดัน 121 oซ นาน 15 นาที 
 
2.  การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน (Phosphate Buffer Saline: PBS) สําหรับการตรวจหาเชื้อ 
     ดวยวิธีการฟช (Fluorescent in Situ Hybridization: FISH)  
 

การเตรียม 3X  PBS 
  NaCl    24  กรัม 
  Na2HPO4•7 H2O   3.45  กรัม 
  KCl    0.6  กรัม 
  KH2PO4•7 H2O   0.6  กรัม 
  Milli-Q water   1,000  มิลลิลิตร 
 

นําสารท่ีเตรียมไปฆาเช้ือดวยความรอนช้ืน (Autoclave) ท่ีความดัน 121 psi นาน 15 นาที 
สําหรับการเตรียม 1X PBS สามารถทําโดยเจือจาง 3X PBS  
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3.  การเตรียม 12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอร  
  

เตรียมสารละลาย A และ B แลวผสมกันตามอัตราสวนในตารางผนวกที่ ก 1 โดย
สารละลาย A  คือ  12.9 มิลลิโมลาร  KH2PO4•H2O ซ่ึงเตรียมโดยละลาย  KH2PO4•H2O 1.161 กรัม 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1 ลิตร   สวนสารละลาย B คือ  12.9 มิลลิโมลาร   K2HPO4 •7 H2O ซ่ึง
เตรียมโดยละลาย  K2HPO4 •7 H2O 2.580 กรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1 ลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



75 

ตารางผนวกท่ี ก1  อัตราสวนระหวางสารละลาย A และ B ท่ีใชในการเตรียม 12.9 มิลลิโมลาร   
                              ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

 สารละลาย A 
(มิลลิลิตร) 

สารละลาย B 
(มิลลิลิตร) 

พีเอช 

93.5 
92.0 
90.0 
87.7 
85.0 
81.5 
77.5 
73.5 
68.5 
62.5 
56.5 
51.1 
45.0 
39.0 
33.0 
28.0 
23.0 
19.0 
16.0 
13.0 
10.5 
8.5 
7.0 
5.3 

6.5 
8.0 

10.0 
12.3 
15.0 
18.5 
22.5 
26.5 
31.5 
37.5 
43.5 
49.0 
55.0 
61.0 
67.0 
72.0 
77.0 
81.0 
84.0 
87.0 
90.5 
91.5 
93.0 
94.7 

5.7 
5.8 
5.9 
6.0 
6.1 
6.2 
6.3 
6.4 
6.5 
6.6 
6.7 
6.8 
6.9 
7.0 
7.1 
7.2 
7.3 
7.4 
7.5 
7.6 
7.7 
7.8 
7.9 
8.0 
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ภาคผนวก ข 
การคํานวณและผลการทดลอง 
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1.  การคํานวณปริมาณเมทานอล 
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ภาพผนวกท่ี ข1  กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของเมทานอลกบัพื้นท่ีใตกราฟ 
                           โครมาโตกราฟ 
 
ตัวอยางการคํานวณปริมาณเมทานอล 
  
พี้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟ  = 3,125,000 
คิดเปนความเขมขนของเมทานอล = สมการกราฟมาตรฐาน x พื้นท่ีใตกราฟ 
     = (4*10-5) x 3,125,000 
     = 125 μM 
ปริมาณเมทานอล   =   ความเขมขนของเมทานอล x ปริมาตรของของเหลวในขวด 
      = (125 μmol/L) x 25 ml 
     = 3.125 μmol CH3OH 
     =       3.125 μmol CH3OH x 32 g CH3OH /mol CH3OH 
     = 100   μg CH3OH 
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2.  ผลการทดลอง 
 
ตารางผนวกท่ี ข1  คาเฉล่ียปริมาณเมทานอลในแตละสภาวะของการทดสอบเบ้ืองตน                         

(การทดลองท่ี 3.1) 
 

ความเขมขนของเมทานอล (μM) สภาวะในการทดสอบ 

วันท่ี 3 5 6 8 13 18 22 
มีเทน รอยละ 30 

มีเทนรอยละ 30 รวมกับ NaCl 
กาซชีวภาพ รอยละ 60 

กาซชีวภาพรอยละ 60 รวมกบัNaCl 

0 
0 
0 
0 

0.23 
1.35 
0.23 
0.24 

1.7 
2.31 
7.34 
1.4 

1.2 
5.64 
7.23 
7.43 

0 
5.54 
5.93 
5.83 

0 
4.87 
4.21 
3.12 

0 
4.45 
3.11 
2.99 

 
ตารางผนวกท่ี ข2  คาเฉล่ียความเขมขนเมทานอลท่ีสภาวะตางๆในการคัดเลือกสารละลายเพ่ือใช

ปรับสภาพเช้ือเมทาโนโทรฟ  (การทดลองที่ 3.3) 
 

ความเขมขนของเมทานอล (μM) สภาวะ 
วันท่ี 1 2 3 4 5 6 7 

NMS/C/PHB+ 
NMS/PHB+ 
NMS/NMS+ 
PHB/PHB+ 

NMS+PHB/PHB+ 

0 
0 
0 

112 
439 

1.35 
0 
0 

212 
213 

2.31 
0 
0 

102 
421 

5.64 
0 
0 

256 
312 

5.54 
0 
0 

210 
211 

4.87 
0 
0 

110 
0 

4.45 
0 
0 
0 
0 

 
 
 



 
ตารางผนวกที่ ข3  คาเฉลี่ยความเขมขนของเมทานอลในการทดสอบชนิดและความเขมขนของสารยับยั้ง (การทดลองที่ 3.5) 
 

ความเขมขนของเมทานอล (μM) 
โซเดียมคลอไรด แมกนีเซียมคลอไรด แคลเซียมคลอไรด โปแทสเซียมคลอไรด ความเขมขนของเกลือ 

(mM) วันที่ 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5 

5 
10 
30 
50 

100 
200 
300 
400 

367 
322 
412 
346 
312 
439 
459 
334 

209 
345 
234 
456 
342 
421 
399 
421 

0 
187 
0 
0 

1637 
0 

796 
602 

112 
223 
119 
280 
386 
393 
322 
524 

302 
1486 
807 
545 
709 
456 

1806 
678 

0 
455 
529 
506 
539 
55 

772 
706 

141 
281 
362 
329 
318 
495 
545 
729 

328 
213 
115 
456 
435 
267 
765 
342 

0 
0 
0 

457 
456 
388 
0 
0 

376 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 

123 
0 
0 
0 

0 
204 
352 
0 
0 
0 
0 
0 
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ตารางผนวกท่ี ข4  คาเฉล่ียความเขมขนเมทานอลในการทดสอบการผลิตเปรียบเทียบระหวางมีเทน  
บริสุทธ์ิกับกาซชีวภาพ (การทดลองท่ี 3.6) 
 

ความเขมขนของเมทานอล (μM) สภาวะในการทดสอบ 

วันท่ี 1 2 3 4 5 
มีเทน รอยละ 30 

มีเทนรอยละ 30 รวมกับ 300 mM MgCl2 
กาซชีวภาพ รอยละ 60 

กาซชีวภาพรอยละ 60 รวมกบั 300 mM MgCl2 

0 
322 
0 

186 

0 
591 
123 
577 

0 
1806 
240 
964 

0 
234 
0 

776 

0 
199 
0 

123 
 
ตารางผนวกท่ี ข5  คาเฉล่ียความเขมขนของเมทานอลจากเซลลท่ีตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนตโดยมี

อัตราสวนระหวางเซลลกับอัลจิเนตตางๆกัน (การทดลองท่ี 4.4) 
 

ความเขมขนของเมทานอล (μM) อัตราสวนระหวาง
เซลลตออัลจิเนต วันท่ี  1 2 3 4 5 
เซลลแขวนลอย 

10 : 90 
20 : 80 
40 : 60 
50 : 50 

1509.155 
999.775 
95.050 
270.660 
626.540 

742.325 
575.410 
654.330 
437.480 
471.610 

686.795 
359.510 
715.885 
413.450 
362.780 

679.645 
435.090 
521.030 
686.145 
564.160 

387.020 
304.185 
242.700 
405.745 
416.785 

 
ตารางผนวกท่ี ข6  คาเฉล่ียความเขมขนของเมทานอลที่ตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตโดยมีขนาด             

เม็ดเจลตางๆกนั (การทดลองท่ี 4.5) 
 

ความเขมขนของเมทานอล (μM) ขนาดเม็ดเจล 
(มิลลิเมตร) 1 2 3 4 5 
Suspension 

2 
3 
4 
5 

1509.155 
666.800 
354.240 
626.540 
391.240 

742.325 
737.095 
602.635 
471.610 
377.415 

686.795 
392.575 
610.925 
362.780 
623.075 

679.645 
310.040 
591.165 
564.160 
612.180 

387.020 
416.615 
540.280 
416.785 
357.560 
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ตารางผนวกท่ี ข7  ผลการวิเคราะหกาซในการศึกษาความเขมขนของมีเทนตอกิจกรรม                                 
   เมทาโนโทรฟในการทดลองแบบเปนกะ (การทดลองท่ี 2) 

 
รอยละปริมาตรกาซ สภาวะของการ

ทดลอง 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 
มีเทนบริสุทธ์ิ 
10 มิลลิลิตร 

 

0 
2 
3 
6 

9.5025 
7.0565 
0.1946 

0 

0.0932 
0.9983 
1.7660 
6.1603 

18.6040 
18.4209 
7.0354 
6.6226 

71.8002 
73.5242 
91.0038 
87.2170 

มีเทนบริสุทธ์ิ 
20 มิลลิลิตร 

 

0 
2 
3 
6 
7 
9 
13 

19.9997 
17.7305 
14.7744 
7.6726 
7.6726 
1.4029 
1.4029 

0.0273 
1.0910 
2.6887 
7.4031 
7.4031 
8.2867 
8.2867 

16.9523 
9.2774 

11.0419 
2.1539 
2.1539 
2.0600 
2.0600 

63.0206 
71.9005 
71.4948 
82.7703 
82.7703 
88.2502 
88.2502  

มีเทนบริสุทธ์ิ 
30 มิลลิลิตร 

0 
2 
3 
6 
7 
9 
13 

28.8029 
25.5516 
19.2965 
15.1112 
11.9636 
10.2387 
10.2387 

0.0497 
3.6560 
6.6834 
7.7795 
9.5546 

12.4477 
12.4477 

15.3142 
12.7907 
1.3422 
0.7291 
0.5308 
0.1300 
0.1300 

55.8330 
58.0016 
72.6777 
76.3800 
77.9508 
77.1834 
77.1834 

มีเทนบริสุทธ์ิ 
40 มิลลิลิตร 

0 
2 
3 
6 
7 
9 
13 

38.7119 
34.2372 
29.1952 
26.2106 
23.0059 
19.3822 
16.1123 

0.0316 
4.0135 
7.4704 
8.6504 
9.0587 

11.4747 
13.00658 

13.2844 
11.3577 
9.7946 
1.8872 
0.9344 
0.9241 
0.0931 

47.9718 
50.3914 
53.5395 
63.2516 
67.0008 
68.2186 
70.7879 
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ตารางผนวกท่ี ข8  ผลการวิเคราะหกาซในการศึกษาเบ้ืองตนในการผลิตเมทานอลของ                         
                เมทาโนโทรฟท่ีคัดแยกได (การทดลองท่ี 3.1) 

 
รอยละปริมาตรกาซ สภาวะของการ

ทดลอง 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 
 

มีเทนบริสุทธ์ิ 
30 มิลลิลิตร 

0 
2 
3 
6 
7 
9 

28.8029 
25.5515 
19.2965 
15.1112 
11.9636 
10.2387 

0.0497 
3.6560 
6.6834 
7.7795 
9.5546 

12.4477 

15.3142 
12.7907 
1.3422 
0.7291 
0.5308 
0.1300 

55.8330 
58.0016 
72.6777 
76.3800 
77.9508 
77.1834 

มีเทนบริสุทธ์ิ 
30 มิลลิลิตร 
รวมกับ 

200 มิลลิโมลาร
โซเดียมคลอไรด 

0 
2 
3 
6 
7 
9 

29.1763 
26.2983 
20.2692 
16.2913 
13.9717 
11.6149 

0.0573 
3.2747 
5.8367 
7.2606 
8.6902 

12.0025 

14.9032 
12.1859 
1.5465 
0.8808 
0.5875 
0.2651 

55.8630 
58.2409 
72.3474 
75.5672 
76.7504 
76.1174 

กาซชีวภาพ 
60 มิลลิลิตร 

 

0 
2 
3 
6 
7 
9 
13 

24.3926 
23.2781 
22.9606 
16.8519 
16.8519 
10.4690 
7.6724 

15.3723 
15.2067 
18.1808 
17.5482 
17.5482 
23.4587 
27.3046 

12.8455 
10.0320 
9.9676 
5.4316 
5.4316 
5.1362 
0.7410 

47.3894 
51.4830 
48.8908 
60.1681 
60.1681 
60.9358 
64.2818 

กาซชีวภาพ 
60 มิลลิลิตร 
รวมกับ 

200 มิลลิโมลาร
โซเดียมคลอไรด 

 

0 
2 
3 
6 
7 
9 
13 

25.8471 
22.6404 
21.8524 
18.7237 
17.1202 
12.0264 
7.7301 

15.6560 
15.4367 
17.1316 
19.3114 
16.3746 
22.9831 
28.5037 

12.7004 
10.3973 
10.0966 
5.5842 
5.7399 
5.5563 
0.8033 

45.7963 
51.5254 
50.9191 
56.3806 
60.7650 
59.4341 
62.9627 
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ตารางผนวกท่ี ข9  ผลการวิเคราะหกาซในการคัดเลือกสารละลายและขั้นตอนเพ่ือใชในการ 
   ปรับสภาพเมทาโนโทรฟใหมีความเหมาะสมตอการผลิตเมทานอล  
   (การทดลองที่ 3.3) 
      

รอยละปริมาตรกาซ สภาวะของการ
ทดลอง 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 
NMS/C/PHB+ 
NMS/PHB+ 
NMS/NMS+ 
PHB/PHB+ 

NMS+PHB/PHB+ 

0 
0 
0 
0 
0 

28.0737 
27.3405 
27.7203 
28.8241 
30.9112 

0.0579 
0.0422 
0.0359 
0.0690 
0.0713 

15.1811 
14.9612 
14.2107 
14.5315 
14.6904 

56.6871 
57.6559 
58.0330 
56.5752 
54.3270 

NMS/C/PHB+ 
NMS/PHB+ 
NMS/NMS+ 
PHB/PHB+ 

NMS+PHB/PHB+ 

7 
7 
7 
7 
7 

13.9065 
18.8068 
16.5825 
24.5671 
23.9378 

11.1840 
4.4279 
9.0297 
8.1089 
5.3985 

0.4703 
6.5242 
5.1734 
6.9911 
7.1299 

74.4390 
70.2409 
69.2142 
60.3327 
63.5336 

 
ตารางผนวกท่ี ข10  ผลการวิเคราะหกาซในการศึกษาปรมิาณมีเทนท่ีเหมาะสมตอการผลิต  

      เมทานอลของเมทาโนโทรฟ (การทดลองที่ 3.4) 
      

รอยละปริมาตรกาซ สภาวะของการ
ทดลอง 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 
มีเทนบริสุทธ์ิ 

รอยละ 10 

0 
3 
5 
7 

9.0561 
7.3071 
5.9979 
5.6497 

0.0325 
0.9383 
2.2469 
2.2453 

18.4048 
16.8669 
15.1841 
13.4730 

72.5064 
74.8875 
76.5709 
78.6325 

มีเทนบริสุทธ์ิ 
รอยละ 20 

0 
3 
5 
7 

19.3633 
17.1500 
15.1007 
13.7985 

0.0345 
0.9859 
1.8319 
2.1494 

17.1961 
15.7972 
13.8991 
13.3720 

63.4059 
66.0667 
69.1681 
70.6799 
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ตารางผนวกท่ี ข10  (ตอ) 
 

รอยละปริมาตรกาซ สภาวะของการ
ทดลอง 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 
มีเทนบริสุทธ์ิ 
รอยละ 30 

0 
3 
5 
7 

29.4863 
25.2592 
24.2665 
23.9227 

0.0514 
0.9231 
2.0349 
2.3965 

15.4148 
11.9544 
12.1220 
13.4618 

55.0473 
61.8631 
61.5764 
60.2188 

 
ตารางผนวกท่ี ข11  ผลการวิเคราะหกาซในศึกษาการผลิตเมทานอลโดยใชเกลือรวมกับกาซชีวภาพ  

     (การทดลองท่ี 3.6) 
 

รอยละปริมาตรกาซ สภาวะของการทดลอง เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 
มีเทนบริสุทธ์ิ 

มีเทนบริสุทธ์ิรวมกับ300 mM MgCl2 

กาซชีวภาพ 
กาซชีวภาพรวมกับ300 mM MgCl2 

0 
0 
0 
0 

13.2480 
14.3969 
8.9644 

10.0049 

0.2074 
1.1084 
2.9951 
4.0355 

18.6647 
17.6904 
17.583 

16.3594 

67.8798 
66.8041 
70.4563 
69.6000 

มีเทนบริสุทธ์ิ 

มีเทนบริสุทธ์ิรวมกับ300 mM MgCl2 

กาซชีวภาพ 

กาซชีวภาพรวมกับ300 mM MgCl2 

5 
5 
5 
5 

11.31565 
11.17724 
5.709592 
3.185972 

5.5586 
5.6083 
6.3585 
5.0022 

17.9123 
17.4291 
17.8200 
18.7092 

65.2134 
65.7852 
70.1117 
73.1025 
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ตารางผนวกท่ี ข12   ผลการวิเคราะหกาซในศึกษาการศึกษาอัตราสวนระหวางเซลลเมทาโนโทรฟ 
      และสารละลายโซเดียมอัลจิเนตท่ีเหมาะสม (การทดลองท่ี 4.4) 

 

รอยละปริมาตรกาซ อัตราสวนระหวาง
เซลลตออัลจิเนต  

(รอยละโดยปริมาตร) 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 

100:0 
10:90 
20:80 
40:60 
50:50 

0 
0 
0 
0 
0 

14.8398 
15.2069 
14.9873 
13.4223 
13.1147 

8.0250 
8.0518 
9.5105 
7.6768 
8.4642 

15.9591 
15.6829 
14.4838 
16.4288 
15.1932 

61.1759 
61.0582 
61.0182 
62.4723 
63.2277 

100:0 
10:90 
20:80 
40:60 
50:50 

5 
5 
5 
5 
5 

11.2520 
14.2487 
10.7683 
10.6574 
12.4870 

5.4147 
6.3889 
6.9901 
6.3436 
9.5173 

15.8926 
14.4743 
13.7456 
17.4170 
13.0762 

67.4406 
64.8879 
68.4958 
65.5817 
64.9194 

 
ตารางผนวกท่ี ข13  ผลการวิเคราะหกาซในศึกษาการศึกษาขนาดของเม็ดเจลท่ีมีความเหมาะสมใน 
                                กระบวนการผลิตเมทานอล (การทดลองที่ 4.5) 
 

รอยละปริมาตรกาซ ขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของเม็ดเจล 

(มิลลิเมตร) 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 

เซลลแขวนลอย 
2 
3 
4 
5 

0 
0 
0 
0 
0 

14.8398 
12.8896 
15.4377 
13.1147 
12.4870 

8.0250 
7.5687 
7.8420 
8.4642 
9.5173 

15.9591 
16.1273 
16.6736 
15.1932 
13.0762 

61.1759 
63.4143 
60.0464 
63.2277 
64.9194 
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ตารางผนวกท่ี ข13  (ตอ) 
 

รอยละปริมาตรกาซ ขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของเม็ดเจล 

(มิลลิเมตร) 

เวลา 

(วัน) CH4 CO2 O2 N2 

เซลลแขวนลอย 
2 
3 
4 
5 

5 
5 
5 
5 
5 

11.2520 
11.9450 
14.0728 
10.6574 
11.2286 

5.4147 
7.6496 
8.9074 
6.3436 
5.7874 

15.8926 
14.2301 
13.0455 
17.4170 
16.8387 

67.4406 
66.1751 
63.9741 
65.5817 
66.1451 

 

4.  การคํานวณการเปล่ียนหนวยของกาซจากรอยละ เปนไมโครโมล (μmol) 
 

สภาวะของการทดลอง 
 

ปริมาตรของขวดท่ีใช 118 มิลลิลิตร 
ปริมาตรสารละลายในขวด 25 มิลลิลิตร 
ปริมาตรของอากาศท่ีเหลือเทากับ 118 มิลลิลิตร – 25 มิลลิลิตร  =  93  มิลลิลิตร หรือ 0.093 ลิตร 
อุณหภูมิขณะทดลอง 25 oซ 
สมมุติความดนัภายในขวดเทากับ 1 atm 
ในระบบปด สามารถคํานวณหนวยของกาซเปนโมล (mole) จากสมการ 

 
PV  =  nRT 
 

เม่ือ  P   =   Partial pressure หรือ % ของกาซ 
 

R   =   82.06 atm.ml/g.mole.K 
 
K   =   273 + 25 =  293 K 
 
n   =   โมลของกาซ หรือ n = มวล (g)/น้ําหนักโมเลกุล (MW) 
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การคํานวณ Partial pressure หรือ % ของกาซแตละชนิดสามารถคํานวณไดดังนี ้
 
การคํานวณ Partial pressure ของกาซมีเทน (CH4%) 

 
Correction Methane area   =   พื้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟของมีเทน x Metane Factor  
  
โดย Metane Factor    =   1 
 
CH4%     =  (Correction Methane area  x 100)/(Total Correction area)                                   
 

หมายเหตุ  Total Correction area  = (Correction Methane area + Correction Carbondioxide area +     

                                                           Correction Oxygen area + Correction Nitrogen area) 
 
การคํานวณ Partial pressure ของกาซคารบอนไดออกไซด (CO2%)  
 

Correction Carbondioxide area    =   พื้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟของคารบอนไดออกไซด x  
                                                             Carbondioxide Factor   
 
โดย Carbondioxide Factor    =     0.66 
 
CO2%    = (Correction Carbondioxide area x 100)/(Total Correction 
area) 

 
การคํานวณ Partial pressure ของกาซออกซิเจน (O2%) 
 

Correction Oxygen area    =   พื้นท่ีใตกราฟโครมาโตกราฟของออกซิเจน x Oxygen Factor  
 
โดย Oxygen Factor    =    0.51 
 
O2%    =    (Correction Oxygen area x 100)/(Total Correction area)      
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การคํานวณ Partial pressure ของกาซไนโตรเจน (N2%) 
 

Correction Nitrogen area   =    พื้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟของไนโตรเจน x Nitrogen 
Factor  
 
โดย Nitrogen Factor          =    0.49 
 
N2%     =    (Correction Nitrogen area  x 100)/(Total Correction area)      

 
ดังนั้น   
    จาก  PV         =   nRT 
 

มวลของกาซ (g)          =   (PV/RT)XMW 
 
มวลของกาซ CH4 (g)   =   (CH4%)(0.093 L)(16 g/mol)/(8.31kPa•L /mole•K)(293 K) 

         =   0.00061(A%) 
 
มวลของกาซ CO2 (g)  =   (B%)(0.093 L)(44 g/mol)/(8.31kPa•L /mole•K)(293 K) 

                       =   0.0139 (CO2%) 

 
มวลของกาซ O2 (g)     =   (C%)(0.093 L)(32 g/mol)/(8.31kPa•L /mole•K)(293 K) 
                                    =   0.0012 (O2%) 

 
มวลของกาซ N2 (g)   =   (D%)(0.093 L)(28 g/mol)/(8.31kPa•L /mole•K)(293 K) 

                       =   0.0010 (N2%) 

 
ตัวอยางการคํานวณ 
 
พื้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟของมีเทน      =  2871.63 
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พื้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟของคารบอนไดออกไซด =  7.51 
 
พื้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟของออกซิเจน  =  2993.76 
 
พื้นที่ใตกราฟโครมาโตกราฟของไนโตรเจน  =  11360.2 
 
Correction Methane Area     =  2871.63 (1) 
       = 2871.63 
 
Correction Carbondioide Area    =  7.51 (0.66) 
       = 4.956 
 
Correction Oxygen Area     =  2993.76 (0.51) 
       = 1526.8176 
 
Correction Nitrogen Area    =  11360.2 (0.49) 
       =  5566.498 
 
Total Correction Area     =  2871.63+4.9566+1526.8176 

      +5566.498 
       =  9969.9022 
 
CH4%       =  (2871.63 x 100)/ 9969.9022 
       =  28.8028 
 
CO2%       =  (4.956 x 100)/ 9969.9022 
       =  0.0497 
 
O2%       =  (1526.8176 x 100)/ 9969.9022 
       =  15.3142 
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N2%       =  (1526.8176 x 100)/ 9969.9022 
       =  15.3142 
 
มวลของกาซ CH4 (g)       = 28.8028 (0.00061) 
            =  0.01756 
 
มวลของกาซ CO2 (g)       = 0.0497 (0.0139) 
            =  0.00069 
 
มวลของกาซ O2 (g)       = 15.1342 (0.0012) 
            =  0.01816 
 
มวลของกาซ N2 (g)       = 15.1342 (0.0010) 
            =  0.01816 
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5.  การคํานวณอัตรามีเทนออกซิเดชัน 
 

เร่ิมจากการเปล่ียนหนวยของกาซจากรอยละ (Partial Pressure) เปนมวล (mg) และนํา
ขอมูลมาพล็อตกราฟเทียบกบัเวลา จะได activity rate จากความชันของกราฟ ดังภาพผนวกท่ี ข2 

y = -0.5266x + 18.885
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ภาพผนวกท่ี ข2  กราฟแสดงการเปล่ียนแปลงมวลของกาซในขวดทดลองเม่ือเทียบกับเวลา 
 
ตัวอยางการคํานวณอัตรามีเทนออกซิเดช่ัน 
 

เม่ือน้ําหนกัของเซลลเทากับ 10 g 
Methane Oxidation Rate   =   0.5266  g/day 

=   (0.5266 g/day)/(10 g cell) 
=   5.266  g/(g cell)(day) 
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Methane Innitial 10 %y = -1.8624x + 6.7738

Methane Innitail 20% ;y = -1.2813x + 13.53

Methane Innitial 30 %;y = -1.5678x + 18.882
Methane Innitial 40 %y = -1.3661x + 24.848
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ภาพภาคผนวกท่ี ข3 ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในการทดสอบปริมาณมีเทนท่ี   

    เหมาะสมกบักิจกรรมของเมทาโนโทรฟในการทดลองแบบกะ  
    (การทดลองท่ี 2) 

 

Methane Innitial 30% ; y = -0.5266x + 18.885

Methane Innitial 20% ;y = -0.5555x + 13.017

Methane Innitial 10% ;y = -0.3337x + 5.853
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ภาพภาคผนวก ข4   ผลการศึกษาอัตราการเกิดมีเทนออกซิเดชันในการศึกษาปริมาณมีเทนท่ีมีความ 

      เหมาะสมตอการผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟผสม (การทดลองท่ี 3.4) 
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ภาคผนวก ค 
การศึกษาและวิเคราะหจํานวนเช้ือเมทาโนโทรฟ Type I และ Type II ดวยวิธีฟช 
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1.  ฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชัน 
 

 เทคนิคการทําฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริไดเซชันหรือฟช (Fluorescent In Situ 
Hybridization, FISH) นั้นเปนวิธีการในการตรวจหาชนิดของจุลินทรียท่ีไดรับความนิยมและยังมี
ความแมนยําจาํเพาะตอจุลินทรียนั้นๆ โดยการใชโพรป (probe) ซ่ึงโพรปที่ใชนี้คือลําดับเบสในสาย
นิวคลีโอไทดของเช้ือจุลินทรียท่ีมีความจําเพาะตอเช้ือจุลินทรียท่ีทําการศึกษาดังกลาวโดยโพรปนี้
จะทําการติดฉลากดวยสารเรืองแสงท่ีสามารถคายพลังงานออกมาในรูปของแสงเม่ือดูดซึมหรือ
กระทบเขากับพลังงานสูง  เชนแสงอุลตราไวโอเลต  เพื่อใชในการทดสอบเช้ือดังกลาวในเชิง
ปริมาณ 
 
 การใชโพรปติดฉลากเขาจับกับกรดนวิคลีอิกภายในเซลล  เกิดข้ึนคร้ังแรกเม่ือป 1969 โดย  
Gall และ John  ไดใชโพรปติดฉลากดวยสารรังสี (Gall et al.,1969)  ตอมาป 1980 Bauman ได
พัฒนาการติดฉลากดวยสารเรืองแสงแทนการใชสารรังสี  เนื่องจากสารเรืองแสงจะชวยใหทํางาน
สะดวก  รวดเร็วและมีความปลอดภัยมากยิ่งข้ึน  สัญญาณมีความคมชัดมากข้ึนและมีความคงตัว
มากกวา (Bauman et al.,1980)   ในปลายป ค.ศ.1980 ไดมีการใชโพรปหลายประเภทติดฉลากเรือง
แสงแตท่ีนยิมในงานฟชเปนโพรปท่ีติดฉลากดวยไบโอติน (biotin) หรือ ไดออกซิจินนิ 
(digoxigenin) แลวใชอะวดิิน (avidin) หรือแอนดิไดออกซิจินิน (anti-avidin)  มาเช่ือมตอกับสาร
เรืองแสงหรือโรดามีน (rhodamine) เขาจบัอีกช้ันหนึ่งเม่ือโพรปท่ีติดสารเรืองแสงเขาสรางพันธะกับ
กรดนวิคลีอิกเปาหมายแลวสามารถตรวจหาสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดภายในกลองจุลทรรศนแบบ
ใชแสงฟลูออเรสเซนต 
 
 สําหรับการทําอินซิตูไฮบริไดเซชันนั้นสามารถทําไดโดยท่ีกรดนวิคลีอิกจะไมถูกแยกสกัด
ออกมาจากตัวอยางตรวจโดยจะถูกรักษาใหอยูสภาพเดิมมากท่ีสุดและนํามาปะติดบนสไลด  ใน
ข้ันตอนของการทําไฮบริไดเซชันจะทําบนแผนสไลดซ่ึงปฏิกิริยาไฮบริไดเซชันจะเกดิข้ึนภายใน
เซลลหรือเนื้อเยื่อจึงทําใหทราบวาในตัวอยางดังกลาวมีกรดนิวคลีอิคเปาหมายหรือไมพรอมท้ัง
สามารถระบุตําแหนงท่ีอยูของกรดนิวคลีอิคไดอีกดวย  หลังจากนัน้จึงนําตัวอยางท่ีตองการตรวจมา
ทําการลาง (washing) แลวสามารตรวจหาสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดภายในกลองจลุทรรศนแบบใช
แสงฟลูออเรสเซนตไดทันที  
  
 แตในปจจุบันการตรวจหาสัญญาณฟลูออเรสเซนตจากโพรปท่ีไดรับการติดฉลากดวยสาร
เรืองแสงโดยตรง  ไมเปนปญหาอีกตอไปเนือ่งจากมีอุปกรณตรวจจับสัญญาณแสงท่ีมีความไวสูง  
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เชน cooled CCD cameras ท่ีตอเขากับคอมพิวเตอรประสิทธิภาพสูงเพื่อชวยในการขยายสัญญาณ
และประมวลผล  การใชโพรปติดฉลากสารเรืองแสงโดยตรงมีขอท่ีควรระวังคือ  แสงอาจจะออน
หรือจางลงในชวงการทําไฮบริไดเซชัน (hybridization) จึงควรหลีกล่ียงไมใหกระทบกับแสงสวาง
มากเกินไป 
 
 สําหรับโพรปท่ีใชในการตรวจหาเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีใชในการวิจัยคร้ังนี้เปนโพรปที่มี
ความจําเพาะตอเมทาโนโทรฟ Type I ไดแก Methylomonas spp., Methylobacter spp., 
Methylococcus spp., Methylomicrobium spp. และ Type II ไดแก Methylosinus spp. และ 
Methylocystis spp. นอกจากนี้ยังมีเช้ือเมทาโนโทรฟ Type II  อีกบางสวนท่ีไมสามารถตรวจพบได
ดวยโพรปดังกลาว รายละเอียดของโพรปดังแสดงในตารางผนวกท่ี ค1  
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ตารางผนวกที่ ค1  โพรปที่ใชในการศึกษาดวยวิธีการฟลูออเรสเซนตไฮบริไดเซชัน 
 

 
 
 
 
 
 

Probe   Target group Target Site Formamide in 
FISH (%) 

 

Probe and Target sequence Reference 

Mγ 84 Type I Methanotroph 84-103 20 Probe:3’AGCCCGCGACTGCTCACC5’ 
Target:5’UCGGGCGCUGACGAGUGG3’ 

Eller et al., 2001  

Mγ705 Type I Methanotroph 705-724 
 

20 Probe: 3’ CTAGACTTCCTTGTGGTC5’ 
Target:5’GAUCUGAAGGAACACCAG3’ 

Eller et al., 2001 

Mα450 Type II Methanotroph 450-470 20 Probe: 3’ CTATTACTGCCATGGACCTA5’ 
Target:5’GAUAAUGACGGUACCUGGAU3’ 

Eller et al., 2001 
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2.  วิธีการตรวจหาปริมาณและจําแนกเชื้อเมทาโนโทรฟ Type I และ Type II ดวยวิธีฟช 
 

 ในการศึกษาเช้ือเมทาโนโทรฟในเชิงปริมาณดวยวิธีการฟลูออเรสเซนตอินซิตูไฮบริได-           
เซชันหรือฟช  ทําโดยดูดสารละลายท่ีมีเช้ือจุลินทรีย 300 ไมโครลิตรลงใน 900 ไมโครลิตรของ          
รอยละ 4 paraformamide (เตรียมใน 3 PBS, พีเอช 7.2) เพื่อตรึงเซลลแลวจึงนําตัวอยางดังกลาวเก็บ
รักษาท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นทําการลาง 3 PBS ดวย 1 PBS โดย
ทําการปนตกและดูดสวนใสออกประมาณ 3 คร้ัง  แลวจึงเติมเอทานอลและ 1 PBS ในอัตราสวน 1 
ตอ 1 จึงสามารถคงสภาพเซลลเพื่อเก็บรักษาเซลลท่ีอุณหภูมิ -20 oซ ไวไดนาน 3 เดอืน 
  

เม่ือตองการวิเคราะหนําสารละลายดังกลาว 4 ไมโครลิตรหยดลงในสไลดแบบหลุมท่ีผาน
การเคลือบเจลาตินใหกระจายท่ัวหลุมปลอยใหแหงแลวจงึดึงน้ําออกจากเซลลโดยการจุมสไลดลง
ในเอทานอลทีค่วามเขมขนรอยละ 50, 80, 98 นานอยางละ 3 นาที ตามลําดับ  แลวจึงทําการไฮบริด
เซลล (สรางพันธะอยางจําเพาะของลําดับนวิคลีโอไทดระหวางโพรปท่ีทําการศึกษากบัเช้ือจุลินทรีย
ท่ีอาศัยในตวัอยางดิน)  ดวยการเติม Hybridization Buffer 8 ไมโครลิตรและโพรปท่ีทําการศึกษา 1 
มิลลิลิตรตอ 1 หลุมของสไลดโดยโพรปท่ีทําการศึกษาคือ  Mγ84 + Mγ705  สําหรับวิเคราะห         
เมทาโนโทรฟ Type I และ Mα405 สําหรับวิเคราะหเมทาโนโทรฟ Type II หลังจากนั้นจึงนําสไลด
ดังกลาวใสใน 50 มิลลิลิตร plastic centrifuge tube ท่ีภายในมีกระดาษท่ีชุมไปดวย Hybridization 
Buffer ท่ีมีความเหมาะสมตอโพรปดังกลาวแลวจึงนําไปอบภายใตอุณหภูมิ Hybridization เปนเวลา 
2 ช่ัวโมง   

 
ภายหลังจากการทําไฮบริดดวยโพรปท่ีทําการศึกษาแลวจึงลางโพรปดวย Washing buffer                   

1 มิลลิลิตร นําสไลดดังกลาวจุมลงใน Washing buffer แลวนําไปใสในอางตมน้ําท่ีอุณหภูมิ 60              
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาทีเพื่อกําจัดโพรปสวนเกนิท่ีไมเกดิพันธะกับลําดับโอลิโกนิวคลี-         
โอไทด  หลังจากนั้นจึงลางอีกคร้ังโดยใช Milli-Q Water (น้ํากล่ันท่ีผานการกรองดวยกระดาษกรอง
ขนาด 0.2 ไมโครเมตรและนึง่ภายใตอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที)  ปลอยใหแหง
กอนหยด DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 10 ไมโครลิตรเพ่ือติดตามเช้ือทท้ังหมดที่อาศัยอยู
ในตัวอยาง (total microorganism) ยอมท้ิงไวประมาณ 5 นาทีและลางออกดวย Milli-Q Water อีก
คร้ังกอนปลอยท้ิงไวท่ีแหงท่ีอุณหภูมิหอง  หลังจากนัน้จึงหยด SlowFade-Light เพื่อปองกันการหรี่ 
(Fade) ของแสงลงในแตละหลุมของสไลดกอนปดดวยกระจกปดสไลด (Cover Slip) และนําไป
ตรวจวดัการเรืองแสงของเช้ือท่ีทําการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนท่ีใชแสงฟลูออเรสเซนต 
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บทคัดยอ 
 
 การวิจยันี้ไดทําการศึกษาการผลิตเมทานอลจากกาซมีเทนดวยเช้ือเมทาโนโทรฟผสมท่ีแยก
ไดจากดินฝงกลบมูลฝอยจําลอง โดยนําเช้ือผสมดังกลาวมาศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
เมทานอลดวยการทดลองแบบกะท่ีใชเซลลแบบแขวนลอย ดังนี้ 1) ปริมาณของมีเทนในชวงรอยละ 
10-30; 2) ชนิดของเกลือและความเขมขนท่ีใชเปนสารยบัยั้งเอนไซมเมทานอลดีไฮโดรจีเนส 
(MDH) ไดแก KCl, NaCl, CaCl2, MgCl2; 3) แหลงของมีเทนไดแก มีเทนบริสุทธ์ิและกาซชีวภาพ 
และ 4) เปรียบเทียบการผลิตเมทานอลในเซลลแบบแขวนลอยกับการใชเซลลท่ีถูกตรึงใน
แคลเซียมอัลจิเนตท่ีแปรผันขนาดตางๆของเม็ดเจล 
 
 ผลการทดลองพบวาเช้ือเมทาโนโทรฟผสมมีปริมาณรอยละ 67.21 + 12.92 ของจุลินทรีย
ท้ังหมดสามารถนํามาใชในการผลิตเมทานอลได โดยการทดลองแปรผันปริมาณมีเทนท่ีรอยละ 10, 
20 และ 30 เม่ือใชเกลือ NaCl เปนสารยับยัง้ MDH พบวาการผลิตเมทานอลสูงสุดแตกตางกัน
เล็กนอย (413, 478 และ 466 ไมโครโมลารตามลําดับ) และพบวาชนิดของเกลือท่ีใหเมทานอลสูงสุด 
คือ MgCl2 (300 มิลลิโมลาร) โดยใหเมทานอลเทากับ 1,806 ไมโครโมลาร เม่ือเปรียบเทียบกับ
คาสูงสุดของ CaCl2 NaCl และ KCl ใหเมทานอลเทากับ 765, 421 และ 123 ไมโครโมลารตามลําดับ 
และเม่ือใชกาซชีวภาพแทนมีเทนบริสุทธ์ิกรณีท่ีไมมีเกลือรวมดวยพบวากาซมีเทนไมสามารถให      
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เมทานอลได ในขณะท่ีกาซชีวภาพใหเมทานอล 240 ไมโครโมลาร สําหรับกรณีท่ีใช MgCl2 รวม
ดวยพบวากาชมีเทนใหปริมาณเมทานอลสูงกวากาซชีวภาพโดยใหเมทานอลสูงสุด 1,806 และ 964 
ไมโครโมลารตามลําดับ แตกาซชีวภาพใหความเสถียรและอัตราการผลิตเมทานอลตอมีเทนท่ีใชไป
ไดดีกวากาซมีเทนโดยใหเมทานอลเทากับ 4,559 และ 1,029 ไมโครกรัมเมทานอลตอกรัมมีเทน
ตามลําดับ ในการทดลองใชเซลลเมทาโนโทรฟท่ีตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตพบวาไดปริมาณ            
เมทานอลเทากับ 1,760 ไมโครกรัมตอกรัมมีเทนเม่ือใชเม็ดเจลเสนผานศูนยกลางขนาด 2 มิลลิเมตร
ซ่ึงสูงกวาเซลลแบบแขวนลอยอยางมาก (279 ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน) เม่ือใช CaCl2 เปนสารยบัยั้ง 
คําสําคัญ : กระบวนการทางชีวภาพ; กาซชีวภาพ; มีเทน; เมทานอล; เมทาโนโทรฟ;  
                  เมทานอลดีไฮโดรจีเนส 

Abstract 
 
 The objective of this study was to investigate potential of methanol production by the 
mixed culture of methanotrophs bacteria isolated from the simulated landfill cover soil. The cell 
suspensions were utilized in batch experiments to find the optimal conditions involving methanol 
production, which were 1) methane contents (10-30%), 2) type and concentrations of salts used as 
methanol dehydrogenase (MDH) inhibitor, 3) methane sources: pure methane and biogas and 4) 
comparing suspended cells and the immobilized cells in various sizes of calcium alginate. 
 
 The results showed the mixed culture had 67.21+ 12.92 % methanotrophs of total 
bacteria and could be used in methanol production. The variation of methane content (10-30%) 
gave slight differences in methanol products (413, 478 and 466 μM) when 200 mM NaCl utilized 
as MDH inhibitor. However, when 300 mM MgCl2 was used, the methanol had more stability and 
reach the highest level (1,806 μM ) as compared to other inhibitors of CaCl2, NaCl and KCl (765, 
421 and 123 μM respectively). Without any inhibitor, methanol was not found under available 
methane, and for biogas, 240 μM methanol was found. When MgCl2 was added, methanol 
concentration had increased to 1,806 and 964 μM, respectively. However, considering for 
methanol produced to methane utilized ratio, methanol produced from biogas was higher than that 
from methane by giving 4,559 and 1,029 μgCH3OH/gCH4, respectively. In the immobilized-cells’ 
study, CaCl2 gave the most stable beads and methanol production of 1760 μg/gCH4 in calcium 
alginate beads of  2 mm diameter which was large different as compared to the suspended cells 
(279 μg/gCH4). 
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คํานํา 
 การใชกาซมีเทนจากกระบวนการบําบัดของเสียแบบไรอากาศหรือจากหลุมฝงกลบมูลฝอย
เปนเช้ือเพลิงโดยตรงเปนวิธีการหนึ่งท่ีไดรับความนิยมแตมีขอจํากัดคืออัตราการผลิตกาซมีเทนไม
แนนอนและมีความแปรปรวนคอนขางมาก  และยังมีคาใชจายสูงในการทําใหกาซมีเทนมีความ
บริสุทธ์ิ เช้ือ               เมทาโนโทรฟ (methanotroph) สามารถออกซิไดซมีเทนเปนเมทานอลไดตาม
สมการตอไปนี้ 

CH4 + ½ O2  CH3OH + H2O                          (1) 
  
 CH3OH    HCHO    HCOOH    CO2                         (2) 
 
(หมายเหตุ  MMO: Methane monooxygenase MDH: Methanol dehydrogenase; FADH: 
Formaldehyde dehydrogenase; FAD: Formate dehydrogenase) 
 
 โดยปกติแลวเมทานอลเปนแอลกอฮอลท่ีไดจากกระบวนการกล่ันไมใตสภาวะไรอากาศ
และยังสามารถเตรียมไดจากกระบวนการแยกเมทานอลจากถานหนิ กระบวนการหมักวัสดุอินทรีย
ตางๆ สําหรับการเปล่ียนรูปของมีเทนเปนเมทานอลโดยกระบวนการทางเคมีตองใชพลังงานท่ีสูง
มาก ซ่ึงตรงกันขามกับกระบวนการทางชีวภาพท่ีใชพลังงานตํ่า[1] โดยการเปล่ียนมีเทนเปนเมทา
นอลมีขอดีคือสามารถนําเมทานอลไปใชในกระบวนการตางๆไดอยางกวางขวางมากข้ึน  
นอกจากนี้เมทานอลยังเก็บรักษาไดงายและสะดวกในการขนสงกวากาซมีเทนและสามารถใชใน
การผลิตไบโอดีเซลได [1,2,3,4,] 
 
 จากสมการขางตนจะเห็นวาการผลิตเมทานอลโดยเมทาโนโทรฟตองยับยั้งเอนไซม MDH 
ซ่ึงโดยปกติจะเปล่ียนรูปเมทานอลใหเปนฟอรมัลดีไฮด Cox et al. (1992) รายงานวาสารท่ีมีแรง        
ไอออนิค สูง เชน สารละลายเกลือสามารถยับยั้งการเคล่ือนยายอิเล็คตรอนระหวางระหวาง MDH 
และ cytochrome cL ทําให MDH ไมสามารถทํางานได [5,6] โดยปจจบัุนยังมีการศึกษาไมมากนัก
สําหรับการผลิตเมทานอลโดยเช้ือเมทาโนโทรฟ โดยมักใชเช้ือเมทาโนโทรฟบริสุทธ์ิในการศึกษา 
[2,3,4] และใชสารยับยั้ง MDH หลายชนิด เชน ไซโคลโพรไพนอล [2] เกลือโซเดียมคลอไรด [4] 
ดังนั้นงานวิจยันี้ไดทําการศึกษาการผลิตเมทานอลโดยเช้ือเมทาโนโทรฟผสมซ่ึงมีขอดีกวาการใช
เช้ือบริสุทธ์ิเนื่องจากสามารถนําไปใชงานจริงไดสะดวกกวา โดยนําเช้ือผสมมาศึกษาหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเมทานอลดวยการทดลองแบบกะท่ีใชเซลลแบบแขวนลอยโดยศึกษา ปริมาณ

      MMO 

  MDH   FADH   FAD 
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ของมีเทนในชวงรอยละ 10-30 แปรผันชนดิของเกลือและความเขมขนท่ีใชเปนสารยบัยั้งเอนไซม 
เมทานอลดีไฮโดรจีเนส (MDH) ไดแก KCl, NaCl, CaCl2, MgCl2 และเปรียบเทียบแหลงของมีเทน
ไดแกมีเทนบริสุทธ์ิและกาซชีวภาพ นอกจากนี้เนื่องจากการตรึงเซลลดวยอัลจเินตสามารถนําไปใช
เปนอาหารสัตวไดหลังจากส้ินสุดกระบวนการและยังรักษาสภาพแบคทีเรียไดนานโดยนํามาใชตอ
ไดหลายคร้ัง [7]  ดังนั้นจึงศึกษาการใชเซลลแบบแขวนลอยกับการใชเซลลท่ีถูกตรึงในอัลจิเนตท่ี
แปรผันขนาดตางๆ เนื่องจากเมทาโนโทรฟจัดเปนโปรตีนเซลลเดี่ยวท่ีมีคุณคาทางอาหารสูง [8]  
 
อุปกรณและวิธีการ 
การแยกเชื้อเมทาโนโทรฟ 
 นําดินจากแบบจําลองหนาดนิหลุมฝงกลบมูลฝอยจําลองมา 10 กรัมถายใสขวดเล้ียงเชื้อท่ีมี
อาหารเอ็นเอ็มเอส (Nitrate Mineral Salt:NMS) ปดฝาใหสนิทรัดดวยอลูมิเนียมกอนฉีดกาซมีเทน
ความเขมขนรอยละ 99.9 ลงไปเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศในขวดไดรอยละ 30 เขยาดวย
ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาทีเปนเวลา 2 สัปดาหท่ีอุณหภูมิหอง [9]  ท้ิงใหดนิตกตะกอนแลวถาย
สวนท่ีเปนของเหลวเพื่อขยายพันธุตอในอาหารเหลวชนดิเอ็นเอ็มเอสอีกคร้ัง 
การปรับสภาพเชื้อเพื่อใชในการผลิตเมทานอล 
 ถายเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีแยกไดจากหนาดนิหลุมฝงกลบจําลองจากอาหารเล้ียงเช้ือเอ็นเอ็ม
เอส   ใสใน 12.9 มิลลิโมลารฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ท่ีมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต และ 20              
มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมต [4] ในอัตราสวนหวัเช้ือตอฟอสเฟตบัฟเฟอรรอยละ 50 ตอ 50 โดย
ปริมาตร ปดผนึกและฉีดกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไปเพื่อใหความเขมขนของบรรยากาศใน
ขวดไดรอยละ 30 เขยาดวยความเร็วรอบ 120 รอบตอนาทีท่ีอุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 2 สัปดาห  
 การศึกษาปริมาณมีเทนท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตเมทานอล 
 ถายเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีผานการปรับสภาพเช้ือเพ่ือผลิตเมทานอล ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลง
สูสารละลาย 22.5 มิลลิลิตรซ่ึงประกอบดวย 12.9 มิลลิโมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมี 5 ไมโครโมลาร        
คอปเปอรซัลเฟต 20 มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมตและ 200 มิลลิโมลารโซเดียมคลอไรดเปนสาร
ยับยั้ง MDH [4] ปดผนึกและบรรจุกาซมีเทนบริสุทธ์ิรอยละ 99.9 เขาไปโดยใหมีความเขมขนของ
มีเทนในบรรยากาศแตกตางกันในแตละขวดคือรอยละ 10, 20 และ 30 เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบ
ตอนาทีท่ีอุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 7 วัน ตรวจวัดปริมาณเมทานอลและมีเทนดวยเคร่ืองแกสโครมา
โตกราฟ (gas chromatograph:GC) วิเคราะหปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟเร่ิมตนและส้ินสุดในระบบ
ดวยวิธีฟช โดยโพรปท่ีทําการศึกษาคือ Mγ84 และ Mγ705 สําหรับวิเคราะหเมทาโนโทรฟ Type I 
และ Mα405 สําหรับวิเคราะหเมทาโนโทรฟ Type II และ DAPI สําหรับวิเคราะหจลิุนทรียท่ัวไป
สําหรับสกุล (genus) ท่ีอยูในขอบขายของวิธีฟช (Fluorescent In Situ Hybridization : FISH) ของ
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การศึกษานี้ คือ เมทาโนโทรฟ Type I ไดแก Methylococcus spp., Methylobacter spp., 
Methylomicrobium spp., Methylomanas spp., Methylosarcina spp., Methylosphaera spp., 
Methylocadum spp. และสําหรับเมทาโนโทรฟ Type II ไดแก Methylocystis spp., Methylosinus 
spp. [9,10] 
การทดสอบชนิดและความเขมขนของสารยับยั้ง  MDH 
 ถายเช้ือเมทาโนโทรฟท่ีผานการปรับสภาพเช้ือกอนผลิตเมทานอลลงสู 12.9 มิลลิโมลาร 
ฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต, 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอรเมตและเกลือ
ชนิดและความเขมขนตางๆ ไดแก เกลือโปแทสเซียมคลอไรด (KCl) โซเดียมคลอไรด (NaCl)          
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) และแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ความเขมขน 5, 50, 100, 200, 300          
และ 400 มิลลิโมลาร ปดผนกึและบรรจุกาซมีเทนเขาไปโดยใหมีมีเทนในบรรยากาศรอยละ 10 เขยา
ท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอนาทีท่ีอุณหภมิู 30oซ เปนเวลา 3 วัน ตรวจวัดปริมาณเมทานอลและ
มีเทนดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ วิเคราะหปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟเร่ิมตนและส้ินสุดในระบบ
ดวยวิธีฟช [9] 
การผลิตเมทานอลโดยใชเกลือรวมกับกาซชีวภาพ 
 ใชเกลือชนิดและความเขมขนท่ีไดรับการคัดเลือกจากข้ันตอนท่ี 4 (MgCl2 ความเขมขน 
300  มิลลิโมลาร) โดยใชกาซชีวภาพสังเคราะหเปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบการใหมีเทนบริสุทธ์ิ
เปนแหลงคารบอน โดยอัตราสวนของกาซชีวภาพสังเคราะหประกอบดวยมีเทนตอ
คารบอนไดออกไซดในอัตราสวน 60 ตอ 40 บรรจุกาซชีวภาพสังเคราะหเขาไปเพื่อใหไดความ
เขมขนกาซชีวภาพในบรรยากาศรอยละ 16.66  (มีเทนรอยละ 10) เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอ
นาทีท่ีอุณหภมิู 30oซ เปนเวลา 5 วัน ตรวจวัดปริมาณเมทานอลและมีเทนดวยเคร่ืองแกสโครมาโต
กราฟ วิเคราะหปริมาณเช้ือเมทาโนโทรฟเร่ิมตนและส้ินสุดในระบบดวยวิธีฟช [9] 
การผลิตเมทานอลโดยการตรึงเซลลดวยแคลเซียมแอลจิเนต 

ทําการตรึงเซลลเมทาโนโทรฟผสมดวยแคลเซียมแอลจิเนต [11] จากนัน้นําเม็ดเจลท่ีไดมา
ศึกษาหาความคงตัวของเม็ดเจลในสารยับยัง้ชนิดตางๆ ไดแก MgCl2 และ CaCl2 ความเขมขน 300          
มิลลิโมลาร  NaCl ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร  คัดเลือกสารยับยั้งท่ีทําใหเม็ดเจลมีความคงตัวใน
สารละลายมากท่ีสุด (CaCl2) จากนั้นทําการศึกษาอัตราสวนระหวางเซลลและสารละลายโซเดียม-     
อัลจิเนตท่ีเหมาะสมโดยปรับเปล่ียนอัตราสวนระหวางปริมาตรเซลลตอปริมาตรของสารละลาย
โซเดียมอัลจิเนต ในอัตราสวน รอยละ 10, 20, 40 และ 50 แลวคัดเลือกสภาวะท่ีใชสารละลาย
แคลเซียมอัลจิเนตนอยที่สุดท่ีทําใหเม็ดเจลมีความคงตัว (50:50) ทําการตรึงเซลลโดยใชอัตราสวน
ดังกลาวกาํหนดใหมีขนาดของเสนผานศูนยกลางเจล คือ 2, 3, 4 และ 5 มิลลิเมตรโดยใชขนาดของ
เข็มในการกําหนดขนาดของเม็ดเจล ใสเม็ดเจลท่ีไดใสลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 
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12.9 มิลลิโมลาร ซ่ึงมี 5 ไมโครโมลารคอปเปอรซัลเฟต 20  มิลลิโมลารโซเดียมฟอรเมท และ CaCl2 

ความเขมขน 300 มิลลิโมลารเปนสารยับยั้ง ปดผนึกและบรรจุกาซชีวภาพสังเคราะหเขาไปเพื่อให
ไดความเขมขนกาซชีวภาพในบรรยากาศรอยละ 17 เขยาท่ี 120 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 
3 วัน ตรวจวดัปริมาณของเมทานอลและมีเทนดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ   

 
ผลและวิจารณผลการทดลอง   
การวิเคราะห Type และปริมาณเชื้อเมทาโนโทรฟผสม 
 สําหรับเช้ือเมทาโนโทรฟผสมท่ีใชการวิจยันี้แยกไดจากดินฝงกลบมูลฝอยจําลองโดยมีเช้ือ       
เมทาโนโทรฟในอัตราสวนรอยละ 67.21 + 12.92 ของเช้ือจุลินทรียท้ังหมดโดยมีเมทาโนโทรฟ 
Type I และ Type II เทากับรอยละ 18.62 + 8.92 และรอยละ 48.59 + 10.01 ตามลําดับ โดยนําเช้ือ
ดังกลาวมาใชในระบบการผลิตเมทานอลแบบเปนคร้ังทุกชุดการทดลอง ระยะเวลา 3-7 วัน    
ผลของปริมาณมีเทนตอการผลิตเมทานอล 
 จากแปรผันปริมาณมีเทนในบรรยากาศรอยละ 10, 20 และ 30 เม่ือใชเกลือ NaCl เปนสาร
ยับยั้งพบวามีแนวโนมผลิตเมทานอลคลายคลึงกันและปริมาณไมแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ (รูปท่ี 
1) โดยปริมาณเมทานอลสูงสุดในวันท่ี 3 ของการทดลอง (ความเขมขนของเมทานอล 412.98, 
477.8, 465.89     ไมโครโมลาร) และลดลงตามเวลา นอกจากนี้ปริมาณมีเทนท่ีลดลงในบรรยากาศ
ในระยะเวลาการศึกษาใน 7 วันจะลดลงเพยีงรอยละ 5 เทานั้นในทุกๆ สภาวะ ท้ังนี้เนื่องจากการการ
ยับยั้งการใชเมทานอลในเซลลเปนการขัดขวางกระบวนเมตะบอลิซึมของเมทาโนโทรฟ ทําใหการ
นํามีเทนมาใชเปนไปอยางจํากัด  ดังนัน้ปริมาณมีเทนท่ีใหเพียงรอยละ 10 ก็เพียงพอสําหรับการ
นําไปใชเพื่อผลิตเมทานอลของเมทาโนโทรฟ 
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รูปท่ี  1  การเปล่ียนแปลงปริมาณเมทานอลเม่ือมีความเขมขนมีเทนในบรรยากาศแตกตางกัน 

 
การคัดเลือกชนิดของสารยบัยั้งและความเขมขนท่ีเหมาะสมตอการยับยั้ง MDH 
 การคัดเลือกชนิดของสารยับยั้งและความเขมขนท่ีเหมาะสมตอการยับยัง้ MDH พบวา
ปริมาณเมทานอลสูงสุดในวนัท่ี 3 ของการทดลองในทุกๆ สภาวะ ซ่ึงแสดงในรูปท่ี 2 โดยผลการ
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ทดสอบพบวามีการผลิตเมทานอลในทุกๆ ความเขมขนของสารละลายท่ีมี NaCl, MgCl2 และ CaCl2 

ยกเวนกรณีท่ีใช KCl ท่ีพบเมทานอลเพียงท่ีความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  ท้ังนี้เนื่องจากเซลลมี
ความสามารถในการรักษาสมดุลของโปแทสเซียมไอออน (K+) ไดดี ทําใหความสามารถในการ
ยับยั้ง MDH ต่าํถึงแมวาจะใชความเขมขนสูงมากเทาไรก็ตาม [8] สําหรับ NaCl เขมขน 200 มิลลิโม
ลาร ใหเมทานอลสูงสุดเทากับ 421 ไมโครโมลารซ่ึงมีคาตํ่ากวาการทดลองของ Lee et al. [4]  ซ่ึง
ศึกษาการผลิตเมทานอลโดยเช้ือ Methylosinus trichosporium OB3b ในสภาวะท่ีมี NaCl ความ
เขมขน 200 มิลลิโมลาร โดยมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน 0.6 กรัมเซลลแหงตอลิตร พบวามีการผลิต            
เมทานอล 7.7 มิลลิโมลารท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง อาจสืบเนื่องจากการทดลองนี้ใชเช้ือผสมและมีน้ําหนัก
เซลลท่ีนอยกวา ในกรณีการใชเกลือ MgCl2 และ CaCl2 เขมขน 300 มิลลิโมลาร  ใหเมทานอลสูงสุด
เทากับ 1806 และ 765 ไมโครโมลาร ตามลําดับ ซ่ึงเกลือท้ังสองชนิดนีมี้ความสามารถในการยับยั้ง 
MDH ดีกวา NaCl อาจเนื่องมาจากบริเวณเรง (active site) ของ MDH ประกอบดวยแคลเซียม
ไอออน (Ca2+) จับกับ PQQ (Pyrroloquinoline quinine)  ซ่ึงเปนโปรตีนในเอนไซม  MDH [5,6]  
การใชสารยับยั้งซ่ึงมีประจุ 2+ จะมีความสามารถในการแยงจับ PQQ กับแคลเซียมไอออนท่ีบริเวณ
เรงไดสูงกวาประจุ 1+ และแคลเซียมไอออนอิสระในเซลลก็สามารถแยงจับ PQQ ไดเชนกัน 
การศึกษาการผลิตเมทานอลดวยกาซชีวภาพ 
 การทดลองใชกาซมีเทนหรือกาซชีวภาพเพยีงอยางเดียวโดยไมมีเกลือ MgCl2 พบวาไมมี
การผลิตเมทานอลในการใชกาซมีเทนอยางเดียวแตมีการผลิตเมทานอลเม่ือใชกาซชีวภาพซ่ึงให     
เมทานอลสูงสุดเทากับ 240 ไมโครโมลารท่ีระยะเวลา 3 วนั และเม่ือใชสารยับยั้ง MgCl2 ความ
เขมขน 300 มิลลิโมลารในสภาวะท่ีมีกาซชีวภาพกับกาซมีเทนบริสุทธ์ิพบวาปริมาณความเขมขน      
เมทานอลเม่ือใชกาซมีเทนบริสุทธ์ิจะผลิตไดสูงกวากาซชีวภาพโดยใหเมทานอลเทากับ 1,806 และ 
964 ไมโครโมลารตามลําดับ (รูปท่ี 3) อยางไรก็ตามการใชกาซชีวภาพใหความเสถียรในการผลิต        
เมทานอลดีท่ีกวา และเม่ือพิจารณาผลผลิตเมทานอลตอปริมาณกาซมีเทนท่ีถูกใชไปกบัปริมาณ
มีเทนท่ีถูกใชไป (รูปท่ี 4) พบวาในสภาวะท่ีใชกาซชีวภาพจะมีอัตราการใชมีเทนตอวนัตํ่ากวาการใช
มีเทนบริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน โดยอัตราการผลิตเมทานอลตอมีเทนที่ใชไปไดดีกวากาซมีเทน
โดยใหเมทานอลเทากับ 4,559 และ 1,029 ไมโครกรัมเมทานอลตอกรัมมีเทนตามลําดับ ท้ังนี้
เนื่องมาจากคารบอนไดออกไซดซ่ึงเปนสารผลิตภัณฑสุดทายของกระบวนการเมตะบอลิซึม
สามารถทําใหปฏิกิริยาการออกซิเดชันเมทานอลโดย MDH ชาลง [3] 
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รูปท่ี  2  ผลของความเขมขนและชนิดของเกลือในการผลิตเมทานอล 
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รูปท่ี  3  ปริมาณเมทานอลท่ีตรวจพบโดยใช 300 มิลลิโมลาร MgCl2 เปนสารยับยั้ง MDH  

     เปรียบเทียบระหวางสภาวะที่มีกาซมีเทนและกาซชีวภาพในบรรยากาศในการทดลอง 
 

แทนท่ีแคลเซียมไอออน (Ca2+) ทําใหเจลไมคงตัวและเกิดการละลายได [7] โดยเม่ือใชเกลือ
แคลเซียมคลอไรดเปนสารยบัยั้งสามารถใชอัตราสวนเซลลตอแอลจิเนตไดถึง 50:50 โดยปริมาตร 
และเม่ือเปรียบเทียบขนาดของเสนผานศูนยกลางของเจลท่ีขนาด 2, 3, 4 และ 5 มิลลิลิตร (รูปท่ี 5) 
พบวาเม่ือเจลที่มีขนาดเล็กจะมีอัตราการผลิตเมทานอลท่ีสูงกวาเจลท่ีมีขนาดใหญเนือ่งจากการ
สัมผัสกับอากาศเปนไปไดงายกวาโดยปริมาณเมทานอลท่ีผลิตเทากับ 1,760 ไมโครกรัมตอกรัม
มีเทนเม่ือใชเม็ดเจลเสนผานศูนยกลางขนาด 2  มิลลิเมตร และเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลแบบ
แขวนลอย (279ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน) พบวาอัตราการผลิตเมทานอลโดยใชเซลลท่ีถูกตรึงจะสูง
กวา อาจเนื่องจากเมทานอลซ่ึงเปนผลิตภัณฑสัมผัส กับเซลลท่ีถูกตรึงไดต่ํากวาเซลลแบบแขวนลอย 
[7] การออกซิไดซโดย MDH จึงมีโอกาสต่ํากวา  
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รูปท่ี  4  ผลผลิตเมทานอลตอปริมาณมีเทนที่ใชไปและอัตราการออกซิเดชันของมีเทนท่ี 300 มิลลิ- 
             โมลาร MgCl2เปรียบเทียบมีเทนบริสุทธ์ิและกาซชีวภาพ                                                                        
             (หมายเหตุ  MOR = Methane Oxidation Rate) 
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รูปท่ี  5  ผลผลิตเมทานอลและอัตราการออกซิเดชันมีเทนของเซลลท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนต  

               เม่ือใช CaCl2 300 มิลลิโมลาร แปรผันขนาดเสนผานศูนยกลางของเม็ดเจล 
สรุปผลการทดลอง 
 เช้ือเมทาโนโทรฟผสมสามารถนํามาใชในการผลิตเมทานอลไดดี เม่ือแปรผันปริมาณมีเทน
ท่ี รอยละ 10, 20 และ 30 เม่ือใชเกลือ NaCl เปนสารยับยัง้ MDH พบวาการผลิตเมทานอลสูงสุด
แตกตางกันเล็กนอย (413, 478 และ 466 ไมโครโมลารตามลําดับ) และพบวาชนดิของเกลือท่ีให       
เมทานอลสูงสุด คือ MgCl2 (300 มิลลิโมลาร) โดยใหเมทานอลเทากับ 1,806 ไมโครโมลาร เม่ือ
เปรียบเทียบคาสูงสุดของ CaCl2 NaCl และ KCl ใหเมทานอลเทากับ 765, 421 และ 123 ไมโคร-   
โมลารตามลําดับ และเม่ือใชกาซชีวภาพแทนมีเทนบริสุทธ์ิกรณีท่ีไมมีเกลือรวมดวยพบวากาซมีเทน
ไมสามารถใหเมทานอลได ในขณะท่ีกาซชีวภาพใหเมทานอล 240 ไมโครโมลาร สําหรับกรณีท่ีใช 
MgCl2 รวมดวยพบวากาชมีเทนใหปริมาณเมทานอลสูงกวากาซชีวภาพโดยใหเมทานอลสูงสุด 
1,806 และ 964 ไมโครโมลารตามลําดับ แตกาซชีวภาพใหความเสถียรและอัตราการผลิตเมทานอล
ตอมีเทนท่ีใชไปไดดีกวากาซมีเทนโดยใหเมทานอลเทากบั 4,559 และ 1,029 ไมโครกรัมเมทานอล
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ตอกรัมมีเทนตามลําดับ ในการทดลองใชเซลลเมทาโนโทรฟท่ีตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตพบวาได
ปริมาณเมทานอลเทากับ 1,760 ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน  เม่ือใชเม็ดเจลเสนผานศูนยกลางขนาด 2 
มิลลิเมตร ซ่ึงสูงกวาเซลลแบบแขวนลอย (279 ไมโครกรัมตอกรัมมีเทน) เม่ือใช CaCl2 เปนสาร
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