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บทสรปุส าหรบัผู้บริหาร 
(Executive Summary) 

 
 ข้าพเจ้า ผศ.ดร.ญาณิศา ละอองอุทัย ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจัยจากมหาวิทยาลัยบูรพา 
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โครงการวิจัย เรื่อง การศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพส าหรับปรับปรุงสายพันธ์ุ
จุ ลิ นท รี ย์  (The study of genes involving in Biogas Production for improving bacterial strain) 
รหัสโครงการ 2559A10802111 สัญญาเลขที่ 152/2559 (งานวิจัยต่อเนื่อง) ได้รับงบประมาณรวมทั้งสิ้น 
425,000 บาท (สี่แสนสองหมื่นห้าพันบาทถ้วน) ระยะเวลาการด าเนินงาน 3 ปี 9 เดือน (ระหว่าง ตุลาคม 
พ.ศ. 2558 ถึง กันยายน พ.ศ. 2562) 

กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพจากการหมักของเสียนับว่าเป็นกระบวนการที่มีความซับซ้อนและ
เกี่ยวข้องกับตัวแปรหลายตัวแปรที่มีผลกระทบซึ่งกันและกัน จึงมีผลกระทบต่อเนื่องกับปริมาณแก๊สชีวภาพ
ที่ผลิตได้ หนึ่งในนั้นคือชนิดของจุลชีพที่เกี่ยวข้องซึ่งบางชนิดโตได้ยากและจะเจริญเติบโตในสภาวะที่
จ าเพาะเจาะจงเท่านั้น จึงท าให้ในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพเพื่อให้ได้ประสิทธิภาพสูงนั้นจ าเป็นจะต้อง
ควบคุมสภาวะให้เหมาะสมกับการเจริญของจุลชีพ ซึ่งอาจท าให้กระบวนการผลิตมีต้นทุนที่สูงตามไปด้วย 
ดังนั้นหากทราบถึงชนิดของจุลชีพ และยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการดังกล่าวรวมถึงหน้าที่ของกลุ่มยีน
เหล่านั้น ก็จะสามารถน ายีนที่ส าคัญมาใช้ในการปรับปรุงสายพันธ์ุจุลชีพให้มีศักยภาพในการผลิตแก๊ส
ชีวภาพได้สูงข้ึนในสภาวะแวดล้อมทั่วไป ก็จะเป็นการลดต้นทุนการผลิตได้  

งานวิจัยนี้จึงสนใจท าการศึกษาการผลิตแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนบ่อกุ้งจากฟาร์มกุ้งในภาค
ตะวันออกในการผลิตไบโอแก๊สเพื่อเพิ่มจ านวนเช้ือจุลชีพที่อาศัยอยู่ในตะกอนเลนบ่อกุ้งในถังหมักพบว่า
สามารถผลิตแก๊สชีวภาพที่มี มีเทนเป็นองค์ประกอบ 68% ซึ่งค่อนข้างสูง จากนั้นท าการแยกเช้ือที่ส าคัญใน
กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพพบว่าได้เช้ือที่มีความส าคัญในกระบวนการกระบวนการไฮโดรไลซิสและ
กระบวนการอะซิโดเจนนีซีส โดยเช้ือหลักแยกได้ คือ Exiguobacterium Bacillus, Staphylococcus 
epidermidis และ Staphylococcus aureus และจากนั้นท าการสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือรวม (mixed 
culture) ที่โตในถังหมักเพื่อใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ยีนเป้าหมายนั่น คือ mcrA, hydA และ HoxE 
ที่มีความส าคัญในการผลิตมีเทนและไฮโดรเจน แต่เมื่อท าการโคลนน่ิงและหาล าดับเบสแลว้จ านวนสามรอบ
การทดลอง (โดยการปรับกระบวนการสกัดดีเอนเอ สภาวะการท า PCR, primer, etc.) ใช้เวลาในการปรับ
สภาวะดังกล่าว รวมถึงเพิ่มชนิดของยีนเป้าหมาย มาแล้วสองปีกว่า ก็ยังไม่สามารถผลิตเช้ือสายพันธ์ุลกูผสม
ที่มีคุณสมบัติในการผลิตมีเทนหรือไฮโดรเจนได้ ซึ่งอาจจะเป็นเพราะ ดีเอนเอต้นแบบที่น ามาใช้ในการ
ทดลองเป็นแบบดีเอนเอรวม (pool DNA) ซึ่งมาจากหลายสปีชีส์รวมกันในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ 
อาจจะเป็นการยากที่จะได้ยีนเป้าหมายเดี่ยวๆ หรือ/และ ในระบบมีเช้ือที่มีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรเจนอยู่ในระบบน้อยจึงไม่สามารถเพิ่มจ านวนยีนเป้าหมายได้ หรือ/และ ตัวอย่างที่น ามาสกัดดีเอนั่นก็
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คือตะกอนเลนบ่อกุ้งมีสารบางชนิดที่สามารถยับยั้งหรือท าลายดีเอนเอเป้าหมายที่สนใจท าให้ขัดขวางการ
โคลนน่ิงได้ ดังนั้น ถึงแม้ตะกอนเลนบ่อกุ้งจะเป็นแหล่งผลิตแก๊สชีวภาพที่ดี แต่ก็เป็นตัวอย่างที่ไม่เหมาะสม
ในการน ามาเป็นแหล่งสังเคราะห์ยีนที่ส าคัญต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ จึงจ าเป็นต้องหาแหล่งตัวอย่างแหล่ง
อื่น หรือเทคนิคอื่นที่มีความทันสมัยเข้ามาช่วย เช่น การท า metagenomics library เพื่อให้บรรลุวัตถุที่ตัง้
ไว้ต่อไป 
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ชัดเจนลงไป 
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Impact Factor : - 
สถานะการตีพมิพ์ : Published   
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บทคัดยอ่ 
งานวิจัยนี้เป็นศึกษาการผลิตแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนบ่อกุ้งจากฟาร์มกุ้งในภาคตะวันออกและ

เพื่อเพิ่มจ านวนจุลชีพในถังหมักพบว่าสามารถผลิตแก๊สชีวภาพที่มีมีเทนเป็นองค์ประกอบ 68% ซึ่งค่อนข้าง
สูง จากนั้นท าการแยกเช้ือที่ส าคัญในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพพบว่าได้เ ช้ือที่มีความส าคัญใน
กระบวนการกระบวนการไฮโดรไลซิสและกระบวนการอะซิโดเจนนีซีส  โดยเช้ือหลักแยกได้ คือ 
Exiguobacterium Bacillus, Staphylococcus epidermidis แล ะ  Staphylococcus aureus แล ะ
จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือรวมที่โตในถังหมักเพื่อใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ยีนเป้าหมายนั่น คือ 
mcrA, hydA และ HoxE ที่มีความส าคัญในการผลิตมีเทนและไฮโดรเจน ซึ่งสังเคราะห์ได้ตามขนาดที่
คาดหวัง แต่เมื่อท าการโคลนนิ่งและหาล าดับเบสแล้วไม่ใช่ยีนดังกล่าว โดยท าการศึกษาหาสาเหตุและท า
การปรับสภาวะต่างๆ คือ กระบวนการสกัดดีเอนเอ สภาวะการท า PCR primer รวมถึงชนิดของยีน
เป้าหมาย โดยใช้เวลาร่วมแล้วสองปีกว่า ก็ยังไม่สามารถผลิตเช้ือสายพันธ์ุลูกผสมที่มีคุณสมบัติในการผลิต
มีเทนหรือไฮโดรเจนได้ ซึ่งอาจจะเป็นเพราะ ดีเอนเอต้นแบบที่น ามาใช้ในการทดลองเป็นแบบดีเอนเอรวม 
(pool DNA) ซึ่งมาจากหลายสปีชีส์รวมกันในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ อาจจะเป็นการยากที่จะได้ยีน
เป้าหมายเดี่ยวๆ หรือ/และ ในระบบมีเช้ือที่มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนอยู่ในระบบน้อยจึงไม่
สามารถเพิ่มจ านวนยีนเป้าหมายได้ หรือ/และ ตัวอย่างที่น ามาสกัดดีเอนั่นก็คือตะกอนเลนบ่อกุ้งมีสารบาง
ชนิดที่สามารถยับยั้งหรือท าลายดีเอนเอเป้าหมายที่สนใจท าให้ขัดขวางการโคลนน่ิงได้ ดังนั้น ถึงแม้ตะกอน
เลนบ่อกุ้งจะเป็นแหล่งผลติแก๊สชีวภาพที่ดี แต่ก็เป็นตัวอย่างที่ไม่เหมาะสมในการน ามาเป็นแหล่งสังเคราะห์
ยีนที่ส าคัญต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ จึงจ าเป็นต้องหาแหล่งตัวอย่างแหลง่อื่น หรือเทคนิคอื่นที่มีความทันสมยั
เข้ามาช่วย เช่น การท า metagenomics library เพื่อให้บรรลุวัตถุที่ตั้งไว้ต่อไป 
 
ค าส าคัญ : ยีน, แก๊สชีวภาพ, จุลชีพ, พันธุวิศวกรรม  
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Abstract 
 This research aimed to study the biogas production from shrimp pond sediment 
in eastern part of Thailand. The microbe in shrimp pond was grown during the 
fermentation process. The high methane was revealed 68% of gas composition. The 
microbe involving in biogas production was isolated which related to hydrolysis and 
acidogenesis processes. Exiguobacterium Bacillus, Staphylococcus epidermidis and 
Staphylococcus aureus were main microorganism. The total DNA of microbial population 
was extracted from the fermenter after biogas production. These DNA was used as the 
template of mcrA, hydA and HoxE synthesis. These target genes are important in methane 
and hydrogen production. The expected size was shown in gel electrophoresis. However, 
it showed that none of them were expect genes after cloning and sequencing. The 
research group tried to solve the problem and looked for all possibilities that might cause 
the negative result. We adjusted many conditions such as methods for DNA extraction, 
PCR conditions, primers and change the target gene etc. But the recombinant clone was 
still could not constructed. This might be because (1) the DNA template was pool DNA 
from many species which might difficult to get the only specific gene and/or (2) in the 
fermenter had small amount of methane and hydrogen producing microbe and/or (3) 
shrimp sediment samples might contain substance which binded to target gene and 
formed a complex that blocked the cloning process resulting of none target genes were 
clone. However, shrimp pond sediment could be a good source for biogas production but 
this sample was not suitable for synthesis the biogas production genes. It need to look for 
other sources for microbial DNA template or using other techniques such as construct the 
metagenomics library. These may help we meeting our objective.  
 
Keywords: gene, biogas, microorganism, genetic Engineering 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฉ 
 

สารบัญ 
          หน้า 

กิตติกรรมประกาศ   ก 
บทสรุปส าหรับผู้บริหาร                                    ข 
บทคัดย่อภาษาไทย   ง 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ   จ 
สารบัญ                                                                                                   ฉ 
สารบัญตาราง   ซ 
สารบัญภาพ   ฌ 
บทท่ี 1  บทน า  1 
 1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  1 
 1.2  วัตถุประสงค์ของการวิจัย  1 
 1.3  ขอบเขตของการวิจัย  1 
 1.4  วิธีด าเนินการวิจัย  1 
 1.5  ค าส าคัญของการวิจัย  2 
 1.6  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ   2 
บทท่ี 2  ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง  3 
 2.1  แนวคิด ทฤษฎีหลักตามประเด็นให้ครอบคลุมเรื่องที่วิจยั  3 
 2.2  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง/การทบทวนวรรณกรรม  7 
บทท่ี 3  วิธีด าเนินการวิจัย                                                      8  
 3.1 วัตถุดิบ                                                                                                    8 
 3.2 วิธีการด าเนินการวิจัย                                                                                   8 
บทท่ี 4  ผลการวิจัย   9 
 4.1  การผลิตแกส๊ชีวภาพ         9 
 4.2  การจ าแนกเช้ือแบคทเีรียจากตะกอนเลนทีผ่่านการหมกั                                         11 
          4.3  การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ (Chromosomal DNA)        11 
 4.4  การสังเคราะห์ยีนด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)                         12           
          4.5  การวิเคราะหผ์ลล าดับดเีอ็นเอ                                     12 
 4.6 ศึกษาโครงสร้างและหน้าที่ของยีนทีผ่ลิตแกส๊ชีวภาพ                                              14          
บทท่ี 5  สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ                                                                        17 
 5.1  สรุปผลการวิจัย                                                                                  17 
 5.2  ข้อเสนอแนะ                                                                                  17 
 5.3  ผลผลิต                                                                                             17 



ช 
 

รายงานการเงิน                                                                                              19     
เอกสารอ้างอิง                                        20 
ภาคผนวก                                        21 
ประวัตินักวิจัย                                        22 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ซ 
 

สารบัญตาราง 
 
ตารางท่ี    หน้า 
4.1 แสดงองค์ประกอบของแกส๊ชีวภาพที่ได้จากการหมักตะกอนเลนบ่อเลี้ยงกุ้ง           10        
4.2 ชนิดของจุลินทรีย์ที่แยกได้จากตะกอนเลนบ่อกุง้           13        
4.3 กลุ่มชนิดของแบคทเีรียในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพที่พบในตะกอนเลนบ่อกุ้ง                       14        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



ฌ 
 

สารบัญภาพ 
 
ภาพท่ี     หน้า 
2.1  กลไกทางชีวเคมี และยีนทีเ่กี่ยวข้องในการผลิตมเีทน 6 
2.2 กลไกทางชีวเคมีและกลุ่มยีนทีเ่กี่ยวข้องในการผลิตไฮโดรเจน                                          7 
4.1 ปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตได้ต่อวันจากกระบวนการหมกั 9 
4.2 เปรียบเทียบปริมาณแกส๊ชีวภาพสะสมที่เกิดข้ึน           10 
4.3 แสดงการเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient Broth                                                      11 
4.4 แสดงโครโมโซมองดีเอนเอจากเช้ือที่แยกได้จากตะกอนเลนบ่อกุ้งหลงักระบวนการหมกัแก๊สชีวภาพ  11 
4.5 ยีน 16s rRNA ที่สังเคราะห์ไดจ้ากจลุินทรีย์ที่แยกได้ ในข้อ 4.2           12 
4.6 การเพิ่มจ านวนยีน mcrA และ hydA หรือ hg จากดีเอในตะกอนเลยบ่อกุ้ง (ก, ข, ค) PCR product 
จาก primer ชุดที่ 1, 2 และ 3           15 
4.7 DNA ของยีน HoxE จากตัวอย่างตะกอนเลนทีท่ าการหมัก ณ เวลาต่างๆ           15 
 
 
  
 
 

 
 



1 

 
บทท่ี 1 
บทน ำ 

  
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพจากการหมักของเสียนับว่าเป็นกระบวนการที่มีความซับซ้อนและเกี่ยวข้อง
กับตัวแปรหลายตัวแปรที่มีผลกระทบซึ่งกันและกัน จึงมีผลกระทบต่อเนื่องกับปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตได้ หนึ่งใน
นั้นคือชนิดของจุลชีพที่เกี่ยวข้องซึ่งบางชนิดโตได้ยากและจะเจริญเติบโตในสภาวะที่จ าเพาะเจาะจงเท่านั้น จึงท าให้
ในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพเพื่อให้ได้ประสิทธิภาพสูงนั้นจ าเป็นจะต้องควบคุมสภาวะให้เหมาะสมกับการเจริญ
ของจุลชีพ ซึ่งอาจท าให้กระบวนการผลิตมีต้นทุนที่สูงตามไปด้วย ดังนั้นหากทราบถึงยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
ดังกล่าวรวมถึงหน้าที่ของกลุ่มยีนเหล่านั้น ก็จะสามารถน ายีนที่ส าคัญมาใช้ในการปรับปรุงสายพันธ์ุจุลชีพให้มี
ศักยภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพได้สูงข้ึนในสภาวะแวดล้อมทั่วไป ก็จะเป็นการลดต้นทุนการผลิตได้  

ในงานวิจัยครั้งนีจ้ึงมีความสนใจในการศึกษากลุ่มยีนทีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตแกส๊ชีวภาพ และโคลน
ยีนดังกล่าวเพื่อศึกษาหน้าที่ของยีน เพื่อน ายีนที่ส าคัญไปใช้ปรับปรงุสายพันธ์ุจุลชีพต่อไป  
1.2  วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.ศึกษาและเพิม่จ านวนยีนทีส่นใจในกระบวนการผลิตแกส็ชีวภาพ 
2.โคลนยีนทีส่นใจและศึกษาหน้าที่ของยีนดังกล่าว 

1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 
ตะกอนเลนบ่อกุ้งจากฟาร์มกุ้งในภาคตะวันออกถูกเลือกมาเป็นสารตั้งต้นและแหล่งของจุลชีพในการ

ผลิตไบโอแก๊สเพื่อเพิ่มจ านวนเช้ือจุลชีพในถังหมัก จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือที่โตในถังหมัดเพื่อใช้เป็นต้นแบบใน
การสังเคราะห์ยีนเป้าหมาย ท าการโคลนยีนที่สนใจในเซลล์อีโคไล ศึกษารูปแบบการเจริญเติบของเซลล์ลูกผสม
ดังกล่าว 
1.4 วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
1 การผลิตแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนบ่อกุ้งทะเลมาท าการหมักเป็นเวลา 30 วัน 
2 การจ าแนกเช้ือแบคทีเรียจากตะกอนเลนที่ผ่านการหมัก  
3 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ (Chromosomal DNA)  
4 การสังเคราะห์ยีนด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  
5 การท าบริสุทธ์ิ PCR product โดยใช้ Purification Kit  
6 การวิเคราะห์ผลล าดับดีเอ็นเอ 
7 ศึกษาโครงสร้างและหน้าที่ของยีนดังกล่าวด้วยเทคนิคทางชีวสารสนเทศ และชีวโมเลกลุ 
8 ปรับปรุงสายพันธ์อีโคไลด้วยวิธีพันธุวิศวกรรม 
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1.5 ค ำส ำคัญของกำรวิจัย  
ยีน (Gene) แก๊สชีวภาพ (Biogas) จุลชีพ (Microorganism) พันธุวิศวกรรม (Genetic Engineering) 
1.6 ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ 
กำรเผยแพร่ในวำรสำร:           
 ข้อมูลการทดลองที่ได้จากโครงการวิจัยคาดว่าจะตีพิมพ์เผยแพร่ในงานประชุมทางวิชาการระดับชาติ หรือ
นานาชาติ หรือวารสารวิชาการระดบัชาติ   

ผลงานวิจัยดังกล่าวสามารถน ามาใช้เป็นแนวทางในการผลิตพลังงานทางเลือกให้กับชุมชน หรือแม้โรงงาน
อุตสาหกรรมในการที่จะน าเอาของเสียอินทรีย์มาใช้ให้เกิดประโยชน์ เพื่อการพัฒนาอย่างยั่งยื่นต่อไปในอนาคต 
หน่วยงำนท่ีน ำผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์:         

 งานวิจัยนี้จะเกิดประโยชน์อย่างยิ่งทั้งต่อผู้ประกอบการด้านการเกษตร หรืออุตสาหกรรมที่ใช่สารอินทรีย์ 
รวมถึงสถาบันการศึกษา อีกทั้งยังเป็นฐานข้อมูลส าหรับการพัฒนากระบนการผลิตแก๊สชีวภาพและงานวิจัยที่
เกี่ยวข้องต่อไป  
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บทท่ี 2 
แนวคิด ทฤษฎีและงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง/กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1  แนวคิด ทฤษฎีหลักตำมประเด็นให้ครอบคลุมเรื่องท่ีวิจัย 
1. ก๊ำซชีวภำพ 

ก๊าซชีวภาพ คือ ก๊าซที่เกิดจากการย่อยสลายสารอินทรีย์โดยแบคทีเรียภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน
(Anaerobic digestion)โดยทั่วไปก๊าซชีวภาพจะประกอบด้วย ก๊าซมีเทน (

4CH ) ประมาณร้อยละ 50-70 ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (

2CO ) ประมาณร้อยละ 30-40 ส่วนที่เหลือจะเป็นก๊าซชนิดอื่นๆ เช่น แอมโมเนีย (
4NH )

ไฮโดรเจน (
2H ) และไฮโดรเจนซัลไฟด์ ( SH 2

) แต่จะมีอยู่ในปริมาณที่น้อย ก๊าซมีเทนเป็นก๊าซที่ให้ค่าพลังงาน
ความร้อนสูง โดยสามารถให้พลังงานความร้อนได้ประมาณ 9,000 กิโลแคลอรีต่อลูกบาศก์เมตร หรือ 21,000 กิโล
จูนต่อลูกบาศก์เมตร ดังนั้นจึงสามารถน าก๊าซชีวภาพไปใช้ประโยชน์ได้หลายทาง เช่น เผาเพื่อใช้ประโยชน์จาก
ความร้อนโดยตรง ใช้เป็นเช้ือเพลิงในเครื่องยนต์ หรือใช้ในการผลิตกระแสไฟฟ้า เป็นต้น [1]  
2. กระบวนกำรเกิดก๊ำซชีวภำพ 

ก๊าซชีวภาพ (Biogas) คือ ก๊าซที่เกิดจากกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนด้วย
แบคทีเรีย 2 กลุ่ม คือ แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด (Acid forming bacteria) และแบคทีเรียกลุ่มผลิตมีเทน (Methane 
producing bacteria) โดยแบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด จะท าการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลใหญ่ ให้
กลายเป็นสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลเล็กลง จากนั้นแบคทีเรียกลุ่มผลิตมีเทนจะใช้สารอินทรีย์ที่มีโครงสร้าง
โมเลกุลเล็กเป็นสารอาหารและย่อยสลายให้เกิดเป็นก๊าซมเีทน (

4CH ) ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (
2CO ) โดยมีก๊าซ

อื่นๆ เกิดข้ึนในปริมาณเล็กน้อย เช่น ก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ ( SH 2
) และก๊าซแอมโมเนีย ( 3NH ) เป็นต้น 

กระบวนการเกิดชีวภาพต้องระวังไม่ให้อากาศเข้าไปสัมผัสกับแบคทีเรียกลุม่ผลิตมีเทน เพราะจะท าให้ประสิทธิภาพ
การผลิตก๊าซมีเทนลดลง ก๊าซชีวภาพสามารถเกิดข้ึนได้เองตามธรรมชาติ เมื่อมีแบคทีเรีย สารอินทรีย์ และอยู่ใน
สิ่งแวดล้อมที่เหมาะสมในสภาวะไร้อากาศ ในธรรมชาตินั้น ก๊าซชีวภาพมักจะเกิดข้ึนบริเวณที่มีการหมกั เช่น ก้นบ่อ 
ก้นแม่น้ า ก้นทะเลสาบ หนองน้ า บึง และนาข้าวที่มีน้ าท่วมขัง เป็นต้น [2]  
2.1 กระบวนกำรย่อยสลำยในสภำวะไม่ใช้ออกซิเจน 

ในกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนแบ่งเป็น 4 ข้ันตอน คือ 
ขั้นตอนท่ี 1 กระบวนกำรไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 
เป็นการกระบวนการที่เกิดข้ึนภายนอกเซลล์เซลล์แบคทีเรีย โดยสารอินทรีย์โมเลกุลขนาดใหญ่จะถูก
แบคทีเรียย่อยสลายโดยใช้เอมไซม์ปล่อยออกมาภายนอนเซลล์ (Extracellular enzyme) ให้กลายสภาพ
เป็นสารประกอบเชิงเดี่ยว (Monomer) ส าหรับใช้ในกระบวนการสร้างกรด แบคทีเรียที่หน้าที่ในการย่อย
สลาย คือ แบคทีเรียจ าพวกแฟคคัลเททีฟแอนโรบคิแบคทีเรีย (Facultative anaerobic bacteria) โดยกลุม่
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ของแบคทีเรียในข้ันตอนนี้จะแบ่งได้ตามขนิดของเอมไซม์ที่ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ คือ Cellulytic, 
Lipolytic และ Proeolytic [1] 
ขั้นตอนท่ี 2 กระบวนกำรสร้ำงกรด (Acidogenesis)  
เป็นกระบวนการที่เกิดข้ึนภายในเซลล์แบคทีเรีย การย่อยสลายในข้ันตอนนี้จะใช้สารที่ได้จากการย่อยใน
ข้ันตอนแรกเป็นสารตั้งต้นส าหรับแบคทีเรียประเภทสร้างกรด โดยแบคทีเรียกลุ่มนี้จะเปลี่ยนสารอาหาร
ดังกล่าวให้เป็นกรดอินทรีย์โมเลกุลขนอดเล็ก เช่น กรดอะซิติก (Acetic acid) กรดโพรไพโอนิก (Propionic 
acid) กรดวาเลอริก (Valeric acid) และกรดแลคติก (Lactic acid) เป็นต้น โดยกรดที่เกิดข้ึนทั้งหมดจะมี
สัดส่วนของกรดซิกสูงสุด นอกจากนี้ยังมีการเกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ข้ึนในข้ันตอนน้ีด้วย [1] 
ขั้นตอนท่ี 3 กระบวนกำรสร้ำงกรดอะซิติก (Acetogenesis) 
เป็นข้ันตอนที่แบคทีเรียสร้างสารอะซิติกจ าพวกอะซิโตน (Acettone) จะเปลี่ยนสารจ าพวก กรดไขมัน
ระเหยง่าย ให้เป็นสารอะซิเตต ,ฟอร์เมต ,ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งเป็นสารอาหารตั้งต้นของ
แบคทีเรียข้ันต่อไป [3]  
ขั้นตอนท่ี 4 กระบวนกำรสร้ำงมีเทน (Methanogenesis)  
กรดอินทรีย์โมเลกลุขนาดเลก็ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (

2CO ) และก๊าซไฮโดรเจน (
2H ) ที่เกิดจากข้ันตอน

การสร้างกรดจะถูกเปลี่ยนเป็นก๊าซมีเทนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ โดยแบคทีเรียสร้างมีเทน (Methane 
forming bacteria) การเกิดก๊าซมีเทนเกิดได้ 2 แบบ แบบแรก คือ เกิดจากการเปลี่ยนกรดอินทรีย์ไปเป็น
ก๊าซมีเทน และอีกส่วนหนึ่งจะเกิดจากการรีดิวซ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซไฮโดรเจนให้กลายเป็นก๊าซ
มีเทน โดยแบคทีเรียประเภท Hydrogen-Utilizing Methane Bacteria  ดังสมการที่ 1 และ 2 [1] 

243 COCHCOOHCH      (1) 
          OHCHCOH 2422 24      (2) 

2.2 แบคทีเรียในกระบวนกำรย่อยสลำยในสภำวะไม่ใช้ออกซิเจน  
ในกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์แบบไม่ใช้ออกซิเจน ต้องอาศัยการท างานของแบคทีเรียหลายชนิด

รวมกัน ซึ่งแบคทีเรียที่มีบทบาทต่อกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนแบ่งเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ๆ คือ แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด (Acid forming bacteria) และแบคทีเรียกลุ่มผลิตก๊าซมีเทน (Methane 
producing bacteria) 
 2.2.1 แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด (Acid forming bacteria) 

แบคทีเรียกลุ่มที่ผลิตกรดเป็นแบคทีเรียกลุ่ม Facultative anaerobic bacteria ซึ่งสามารถด ารงชีวิตอยู่
ได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน โดยรับพลังงานจากการย่อยสลายของสารอินทรีย์โมเลกุลขนาดใหญ่
ให้เป็นโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น กรดไขมัน กรดอินทรีย์ระเหยง่าย ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซไฮโดรเจน 
และก๊าซแอมโมเนีย เป็นต้น แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรดจะแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม ดังนี้ 
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1) อะซิโดเจนนิคแบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียกลุ่มที่ใหญ่ที่สุดในกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์แบบไม่ใช้
ออกซิเจน เนื่องจากสามารถใช้สารอินทรีย์เป็นอาหารได้หลายชนิดและมีอัตราการเจริญเติบโตที่สูง 
แบคทีเรียกลุ่มนี้ท าหน้าที่ย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลขนาดใหญ่ให้เป็นโมเลกุลเดียวที่
ละลายน้ าได้ เช่น กรดอะซิติก กรดไพรพิออนิก กรดบิวทีริก เป็นต้น  
2) อะซิโตเจนิคแบคทีเรีย  
แบคทีเรียกลุ่มนี้เป็นพวกที่ย่อยสลายสารอินทรีย์ที่ได้จากการย่อยสลายของแบคทีเรียกลุ่มอะซิโดเจนนิค
แบคทีเรีย แล้วเปลี่ยนเป็นกรดอะซิติก สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ 
Hydrogen producing acetogenic bacteria แบคทีเรียในกลุ่มนี้ท าหน้าที่ย่อยสลายสารอินทรีย์ที่ได้
จากการย่อยสลายสารอินทรีย์ในข้ันตอนไฮโดรไลซีส ซึ่งได้แก่ แอลกอฮอล์ และกรดอินทรีย์ ได้เป็นกรดอะ
ซิติก ก๊าซไฮโดรเจน และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ดังสมการที่ 3, 4 และ 5 (กรมโรงงานอสุาหกรรม, 2553) 

  23252 2HCHOHOHHC        (3) 
  223252 32 HCOCOOHCHOHCOOHHC      (4) 

  23273 222 HCOOHCHOHCOOHHC      
 (5) 
 Homoacetogenic bacteria แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 

1) Autotroph ได้แก่ แบคทีเรียที่ใช้สารประกอบที่มีคาร์บอน 1 อะตอม เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
และก๊าซไฮโดรเจนในการเจริญเติบโต และได้ผลสุดท้ายเป็นกรดอะซิเตต ดังสมการที่ 6 

  OHCOOHCHCOH 2322 224       (6) 
2) Heterotroph ได้แก่ แบคทีเรียที่ใช้สารประกอบที่มีคาร์บอนหลายอะตอมในการเจริญเติบโต ผลผลติ
ที่ได้มี ทั้งอะซิเตต และโพรพิออเนต ซึ่งเป็นสารตัวกลางที่ส าคัญในการผลิตก๊าซมีเทน ดังสมการที่ 7 

  OHCOCOOHHCOHC 22526126 2243      (7) 
 2.2.2 แบคทีเรียกลุ่มผลิตมีเทน (Methane producing bacteria) 

แบคทีเรียที่สร้างผลิตมเีทนจะเจริญเติบโตได้ช้า และยังความไวต่อการเปลี่ยนแปลงมาก โดยแบคทีเรียกลุม่
ที่ผลิตมีเทนแบ่งออกได้ 2 ชนิด คือ 
1) Hydrogenotrophic methanogen ซึ่งเปลี่ยนก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ไปเป็น
ก๊าซมีเทน ดังสมการที่ 8 

  OHCHHCO 2422 24           (8) 
แบคทีเรียกลุ่มนี้มีบทบาทส าคัญคือจะใช้ก๊าซไฮโดรเจนที่เกิดข้ึนในข้ันตอนการย่อยสลายสารอินทรีย์ใน
สภาวะไม่ใช้อากาศในกระบวนการสร้างกรด โดยช่วยคงสภาวะให้มีปริมาณก๊าซไฮโดรเจนต่ าลง ซึ่งมีผลตอ่
การเกิดอะซิเตตอย่างต่อเนื่อง 
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2) Acetotrophlc methanogens จะเปลี่ยนอะซิเตตไปเป็นก๊าซมีเทนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ดัง
สมการที่ 9 

  243 COCHCOOHCH         (9) 
ปริมาณก๊าซมีเทนที่เกิดข้ึนประมาณ 2 ใน 3 เกิดจากการเปลี่ยนอะซิเตตไปเป็นก๊าซมีเทนโดยแบคทีเรียกลุ่ม 
Acetotrophic methanogens และที่เหลือเป็นผลของปฏิกิริยาระหว่างก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซ
ไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียกลุ่ม Hydrogenotrophic methanogens [2] 
 
จากกระบวนการดังกล่าวพบว่ามีกลไกทางชีวเคมี และยีนที่เกี่ยวข้องในการผลิตมีเทนดังภาพที่ 1 
 
จากกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพดังกล่าวเราจะเห็นว่ามีหลายกระบวนการที่ให้แก๊สไฮโดรเจนออกมา เช่น 

ในกระบวนการอะซิโตเจเนซิส ด้วยแบคทีเรียกลุ่ม Hydrogen producing acetogenic bacteria นอกจากนี้ยังมี
แบคทีเรียกลุ่มที่เปลี่ยนสารประกอบคาร์บอน 1 อะตอม เช่น เมทานอล และมีเทน ให้เป็นแก๊สโฮโดรเจนได้อีกด้วย 
[5]  

 
ภาพที่ 2.1 กลไกทางชีวเคมี และยีนทีเ่กี่ยวข้องในการผลิตมเีทน [4] 
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2.2 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง/กำรทบทวนวรรณกรรม 
แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจน 

มีรายงานเกี่ยวกับการผลิตไฮโดรเจนในระบบปิดโดยใช้จลุชีพที่มืดว่ากลโูคส 1 โมล จากสารประกอบ
คาร์โบไฮเดรต สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ 12 โมล ดังสมการที่ 10 [6, 7, 8] 

C6H10O5 + 7 H2O → 12 H2 + 6 CO2    (สมการที่ 10) 
          
 โดยมีกลไกทางชีวเคมี และยีนที่เกี่ยวข้องในการผลิตไฮโดรเจนดังภาพที่ 2  

 
ภาพที่ 2.2 กลไกทางชีวเคมีและกลุม่ยีนทีเ่กี่ยวข้องในการผลิตไฮโดรเจน [9] 

 
ในปี 2009 ได้มีรายงานถึงความส าเรจ็ในการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูงจากสารตั้งต้นพวกเซลลโูลส [10] 

นอกจากนี้นักวิจัยยังน าแนวคิดดังกล่าวมาศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาไปเป็นพลังงานส าหรบัยานยนต์ในอนาคต [11] แต่
อย่างไรก็ตามงานวิจัยทางด้านจ าแนกเช้ือที่เกี่ยวข้องในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนก็ยังมีอยู่ในวงจ ากัดโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในประเทศไทย ซึ่งมสีารตั้งต้นชีวมวลอยู่อย่างมาก 

จากงานวิจัยและแนวคิดดังกล่าวทางกลุ่มผู้วิจัยจงึเล็งเห็นถึงความเป็นไปได้ในการที่จะศึกษาและจ าแนกชนิด
ของกลุม่แบคทเีรียทีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจน หรือแกส๊ชีวภาพดังกล่าว เพื่อน ามาทดสอบเป็นเช้ือ
เริ่มต้นส าหรับพัฒนาการผลิตพลังงานจากชีวมวล 
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บทท่ี 3  

วิธีด ำเนินกำรวิจัย  
 
3.1 วัตถุดิบ  

    ตะกอนเลนจากบอ่กุ้ง (จากฟาร์มกุง้ในภาคตะวันออก) หรือของเสียอินทรีย์ในภาคตะวันออก 
3.2. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 
3.2.1 กำรผลิตแกส๊ชีวภำพ 

น าตะกอนเลนบ่อกุ้งทะเลมาท าการหมักเป็นเวลา 30 วัน จากนั้นวัดปริมาณแกส๊ทีเ่กิดข้ึนและวิเคราะห์
องค์ประกอบของแกส๊ชีวภาพที่ได้ หรือการหมกัของเสียอินทรีย์ 
3.2.2 กำรจ ำแนกเชื้อแบคทีเรียจำกตะกอนเลนท่ีผ่ำนกำรหมัก  

น าตะกอนหรือของเสียตัวอย่างมาเจือจางในน้ าเกลือ 0.85% (normal saline)  
3.2.3 กำรสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ (Chromosomal DNA) ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป น าสารละลายที่
ได้มาตรวจสอบผลการสกัดดีเอ็นเอด้วยอากะโรสเจลภายใตก้ระแสไฟฟ้า (Agarose Gel electrophoresis) ที่มี
ความเข้มข้นของ Agarose ร้อยละ 1 จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ด้วย
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
3.2.4 กำรสังเครำะห์ยีนด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) น าสารละลายดีเอ็นเอสกัดได้มาท า
การเพิม่จ านวนกลุ่มยีนทีเ่กี่ยวข้องกับการผลิตแกส๊ชีวภาพ 16S ด้วยเทคนิค PCR ด้วยเครื่องเพิม่จ านวนสาร
พันธุกรรม (thermocycler)  
3.2.5 กำรท ำบริสุทธิ์ PCR product โดยใช้ Purification Kit และท าการวิเคราะห์ความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis บน agarose gel  
3.2.6 กำรวิเครำะห์ผลล ำดับดีเอ็นเอ 

น าดีเอ็นเอของยีนที่เพิ่มจ านวนได้ ส่งไปวิเคราะห์หาล าดับดเีอ็นเอด้วยเทคนิค DNA sequencing จากนั้น
น าผลล าดับดเีอ็นเอที่สนใจมาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTโดยน าผลล าดับดีเอ็นเอที่ได้มาท าการวิเคราะห์
ด้วยโปรแกรม NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพือ่เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide sequence) ของดีเอ็นเอเลอืกใช้ blastn ซึ่งใช้ส าหรบัค้นหาข้อมลูของนิวคลโีอไทด์ (nucleotide) 
จากฐานข้อมลู  
3.2.7 ศึกษำโครงสร้ำงและหน้ำท่ีของยีนดังกล่าวด้วยเทคนิคทางชีวสารสนเทศ และชีวโมเลกุล 
3.2.8 ปรับปรุงสำยพันธ์อีโคไลด้วยวิธีพันธุวิศวกรรม 

น ายีนที่สังเคราะห์ได้มาโคลนเข้าเวคเตอร์และน าเข้าเซลล์อีโคไลเจ้าบ้านและศึกษาจลนศาสตร์ของการ
เจริญเตบิโตของเช้ือปรับปรงุพันธ์ุที่ได้ 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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บทท่ี 4    

ผลกำรวิจัย 
4.1 กำรผลิตแก๊สชีวภำพ 

น าตะกอนเลนบ่อกุ้งทะเลมาท าการหมักเป็นเวลา 20 วัน แทนที่จะเป็น 30 วันเนื่องจากภายใน 20 วัน
ปริมาณแกส๊จะคงที่ จากนั้นวัดปริมาณแกส๊ทีเ่กิดข้ึนและวิเคราะห์องค์ประกอบของแกส๊ชีวภาพที่ได้ หรือการหมัก
ของเสียอินทรีย์ โดยได้ผลดงันี ้

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1 ปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตได้ต่อวันจากกระบวนการหมัก 

จากภาพที่ 4.1 พบว่า ปริมาณแก๊สชีวภาพที่เกิดข้ึนจากกระบวนการหมักตะกอนเลนบ่อเลี้ยงกุ้งในสภาวะ

ไร้ออกซิเจน สามารถผลิตแก๊สชีวภาพได้สูงที่สุดในวันที่ 3 ของการหมัก มีปริมาณเท่ากับ 242.98มิลลิลิตร จากนั้น

จะค่อยๆ ลดลงจนถึงวันสุดท้ายของการหมัก ท าให้ได้ปริมาณแก๊สชีวภาพทั้งหมด เท่ากับ 2381.77 มิลลิลิตร  

ตามล าดับ ดังภาพที่ 4.2 
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ภาพที่ 4.2 เปรียบเทียบปริมาณแก๊สชีวภาพสะสมที่เกิดข้ึน 

องค์ประกอบของแกส๊ชีวภาพที่ได้จากการหมกัตะกอนเลนบอ่เลี้ยงกุ้ง แกส๊ชีวภาพที่ได้จากการหมกัตะกอน

เลนบ่อเลี้ยงกุ้งจะน ามาวิเคราะห์องค์ประกอบ ด้วยวิธีการ GC (Gas Chromatography) แสดงดังตารางที่ 

4.1 พบว่าได้มีเทนถึงรอ้ยละ 67.72 ซึ่งถือว่าค่อนข้างสงู 

ตารางที่ 4.1 แสดงองค์ประกอบของแกส๊ชีวภาพที่ได้จากการหมกัตะกอนเลนบ่อเลี้ยงกุ้ง 

ครั้งที ่
ร้อยละ (%) 

Nitrogen Methane Carbon Total 
1 29.21 64.28 6.52 100.00 
2 22.62 69.43 7.94 100.00 
3 24.24 68.89 6.87 100.00 
4 15.01 76.58 8.41 100.00 
5 33.90 59.44 6.66 100.00 

Average 24.99 67.72 7.28 100.00 
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4.2 กำรจ ำแนกเชื้อแบคทีเรียจำกตะกอนเลนท่ีผ่ำนกำรหมัก  

น าตะกอนตัวอย่างมาเจือจางในน้ าเกลือ 0.85% (normal saline) เลี้ยงใน  Nutrient  Agar  พบว่า  มี
โคโลนีสีขาวนวลเกิดข้ึนกระจายบนจานเลี้ยงเช้ือ  จากนั้นน าโคโลนีเดี่ยวที่ได้ไปเพิ่มจ านวนในอาหารเลี้ยงเช้ือ  
Nutrient  Broth  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง พบว่า สีของอาหารเลี้ยงเช้ือมีลักษณะขุ่น 
(ภาพที่ 4.3) น าเช้ือที่ได้ไปท าการสกัด  DNA ต่อไป โดยเช้ือตัวเดียวกันนี้จะท าการเกบ็ stock เช้ือที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส ในสารละลาย glycerol 20 %  

(ก)                             (ข) 

ภาพที่ 4.3 แสดงการเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient Broth  คือ ก่อนท าการบ่ม (ก) หลงัท าการบม่ (ข) 
 

4.3 กำรสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ (Chromosomal DNA)  
เมื่อสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit 

สามารถสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอของแบคทีเรียได้ 50 ตัว โดยตัวอย่างโครโมโซมอลดีเอที่สกัดได้แสดงดงัตัวอย่าง
ในภาพที่ 4.4 โดยโครโมโซมที่ได้ค่อนข้างมีคุณภาพที่ดีพอใช้ เมื่อเทียบจากค่าดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร เทียบ
กับ 280 นาโนเมตร จากนั้นน าดเีอ็นเอทีส่กัดได้ไปวิเคราะหป์ริมาณด้วยการวัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเล็ตที่
ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) และค านวณปริมาณดเีอ็นเอ พบว่ามีปริมาณดีเอ็นเออยูร่ะหว่าง 300-3,000 
ไมโครกรมัต่อไมโครลิตร  

 
ภาพที่ 4.4 แสดงโครโมโซมองดีเอนเอจากเช้ือที่แยกได้จากตะกอนเลนบ่อกุ้งหลงักระบวนการหมกัแก๊ส

ชีวภาพ 
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4.4 กำรสังเครำะห์ยีนด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  

จากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วย 16S rRNA โดยใช้ดีเอ็นเอจาก 4.3 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ โดยใช้
ไพรเมอร์16S1 กบั 16S2 จากนั้นน าผลผลิตพซีีอารท์ี่ได้ไปวิเคราะห์บน Agarose Gel Electrophoresis ที่ความ
เข้มข้นของ Agaroseร้อยละ 1 แล้วน ามาตรวจสอบภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต เปรียบเทียบผลผลิตพซีีอาร์ที่ได้กับดี
เอ็นมาตรฐาน 100 bp DNA พบว่ายีน 16S rRNA ที่แยกไดจ้ากตะกอนเลนปรากฎแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 
1,500 bp ตัวอย่างดังแสดงในภาพที่ 4.5 จะพบว่าบางตัวอย่างไม่สามารถสงัเคราะห์ยีน 16S rRNAได้ เนื่องจาก
ปริมาณของดีเอ็นต้นแบบอาจมีน้อยและคุณภาพไม่ดี ท าใหส้ามารถสังเคราะห์ยีน 16S rRNAของตัวอย่างตะกอน
เลนได้จ านวน 47 ตัว โดยยีนที่สังเคราะห์ได้น้ีได้น ามาท าบรสิุทธ์ และส าเรจ็จ านวน 24 ตัวอย่าง จากนั้นน าส่ง
วิเคราะหห์าล าดับเบสต่อไปเพื่อระบุชนิดของจลุินทรีย ์
 

 
ภาพที่ 4.5 ยีน 16s rRNA ที่สงัเคราะห์ได้จากจลุินทรีย์ที่แยกได้ ในข้อ 4.2 

 
4.5 กำรวิเครำะห์ผลล ำดับดีเอ็นเอ 

น าดีเอ็นเอของยีนที่เพิ่มจ านวนได้ ส่งไปวิเคราะห์หาล าดับดเีอ็นเอด้วยเทคนิค DNA sequencing จากนั้น
น าผลล าดับดเีอ็นเอที่สนใจมาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTโดยน าผลล าดับดีเอ็นเอที่ได้มาท าการวิเคราะห์
ด้วยโปรแกรม NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพือ่เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide sequence) ของดีเอ็นเอเลอืกใช้ blastn ซึ่งใช้ส าหรบัค้นหาข้อมลูของนิวคลโีอไทด์ (nucleotide) 
จากฐานข้อมลู พบจุลินทรีย์ทีเ่กี่ยวข้องต่อการผลิตแกส๊ชีวภาพ ดังตารางที่ 4.2  

 
เมื่อน ามาจ าแนกตามหน้าที่ในกระบวนผลิตแกส๊ชีวภาพพบว่าจุลินทรีย์ที่แยกได้ทหน้าที่ในกระบวนการ

ไฮโดรไลซสิ (Exiguobacterium, Bacillus, Staphylococcus epidermidis ) และอะซิโดเจนนีซสี 
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis) ดังตารางที่ 4.3 

 
 
 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


13 

 
ดังตารางที่ 4.2 ชนิดของจลุินทรีย์ที่แยกได้จากตะกอนเลนบอ่กุ้ง 

ตัวอย่างที่ 
ขนาดล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ (bp) 
ชนิดจุลินทรีย ์ % 

identity 
1/7 476 Exiguobacterium indicum 96 
1/12 252 Exiguobacterium acetylicum 93 
1/15 300 Staphylococcus aureus strain S33 94 
1/21 320 Exiguobacterium aestuarii strain TF-16 98 
1/31 292 Bacillus velezensis strain FZB42 97 
1/39 688 Exiguobacterium indicum strain HHS 31 96 

1/44 640 
Staphylococcus epidermidis strain NBRC 

100911 
99 

1/46 
300 Bacillus zhangzhouensis strain MCCC 

1A08372 
98 

2/2 252 
Staphylococcus epidermidis strain NBRC 

100911 
92 

2/3 476 Exiguobacterium indicum strain HHS 31 97 
2/4 288 Exiguobacterium indicum strain K1 98 
2/5 212 Exiguobacterium acetylicum strain LCX18 96 
2/10 292 Staphylococcus epidermidis strain 197.2 95 
2/11 450 Staphylococcus epidermidis strain SJ6 97 

2/12 268 
Staphylococcus epidermidis strain 

Unknown2 
91 

2/13 476 Bacillus aerophilus strain LGR-7 96 
2/15 252 Bacillus megaterium strain YKA3 93 
2/16 228 Bacillus flexus strain TIL_WAK_24 88 

3/23 476 
Bacillus amyloliquefaciens strain TYg2-5 

Bacillus methylotrophicus strain UAsDu05  
95 

3/24 225 Exiguobacterium enclense strain NIO-1109 98 
 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1198039028
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1149048180
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1060602635
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_985655450
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1190063326
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1190063326
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_723634025
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_988574141
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_996065603
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_291173264
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_399892293
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_332712766
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ตารางที่ 4.3 กลุ่มชนิดของแบคทีเรียในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพที่พบในตะกอนเลนบ่อกุง้ 

กระบวนกำรผลิตก๊ำซชีวภำพ ชนิดแบคทีเรีย 

กระบวนกำรไฮโดรไลซิส 
Exiguobacterium 

Bacillus 
 Staphylococcus epidermidis 

กระบวนกำรอะซิโดเจนนีซีส 
Staphylococcus aureus 

Staphylococcus epidermidis 

กระบวนกำรอะซิโตเจนนีซีส - 

กระบวนกำรผลิตก๊ำซมีเทน - 

 
4.6 ศึกษำโครงสร้ำงและหน้ำท่ีของยีนท่ีผลิตแก๊สชีวภำพ 

จากการศึกษายีนที่มีความส าคัญตอ่การผลิตแก๊สชีวภาพ เช่น ผลิตมเีทน หรือไฮโดรเจน พบว่ายีน mcrA 
และ hydA มีความส าคัญในกระบวนการผลิตมเีทนและไฮโดรเจนตามล าดับ จึงได้ออกแบบ primer ชุดที่ 1 ในการ
สังเคราะหย์ีนดังกล่าว ได้ผลดังภาพที่ 4.6 (ก) พบยีนที่มีขนาดใกล้เคียงกับยีนเป้าหมาย mcrA และ hydA ขนาด
ประมาณ 500 และ 350 bp แต่เมื่อท าการโคลนน่ิงและส่งวิเคราะหห์าล าดับเบสพบว่าไม่ใช่ยีนเป้าหมาย จงึท าการ
เปลี่ยน primer เป็นชุดที่ 2 และ 3 ดังภาพที่ 4.6 (ข) และ (ค) ก็สามารถเพิ่มปรมิาณยีนที่มีขนาดเท่ายีนเป้าหมาย
ไดเ้ช่นเดียวกัน แตห่ลังจากท าโคลนน่ิงและหาล าดับเบสแล้วกลับได้ antimicrobial protein ของ uncultured 
bacterium มาแทน  

จากผลการทดลองดเีอนเอต้นแบบที่น ามาใช้ในการทดลองเป็นแบบดเีอนเอรวม (pool DNA) ซึง่มาจาก
หลายสปีชีสร์วมกันในกระบวนการผลิตแกส๊ชีวภาพ อาจจะเป็นการยากที่จะได้ยีนเป้าหมายเดี่ยวๆ ที่ต้องการ 
งานวิจัยจ านวนมากที่ต้องการยีนเดี่ยวนั้นมกัใช้เช้ือบรสิุทธ์ิ (pure culture) เป็นเช้ือต้นแบบของดเีอนเอ ซึ่งใน
งานวิจัยน้ีเราก็ได้พยายามทีจ่ะแยกเช้ือบรสิุทธ์ิทีม่ีความส าคัญในการผลิตแกส็มเีทนและ/หรือไฮโดรเจนแล้วแต่ก็ยัง
ไม่พบเช้ือเป้าหมายเหล่าน้ัน จงึจ าเป็นต้องใช้ดีเอนเอต้นแบบในลักษณะดังกล่าวข้างต้น ซึ่งอาจเป็นสาเหตุหลักที่
เมื่อท าการโคลนน่ิงและวิเคราะหล์ าดับเบสแล้วไม่ได้ยีนเป้าหมาย ประกอบกับผลการวิเคราะหอ์งค์ประกอบของ
แก๊สชีวภาพก็พบแต่มีเทนแต่ไม่พบไฮโดรเจน ซึ่งนีอ่าจจะเปน็ข้อสรปุได้ว่าเรามเีช้ือที่มีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรเจนอยู่ในระบบนอ้ย 
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         (ก)                                        (ข)                                    (ค) 
ภาพที่ 4.6 การเพิ่มจ านวนยีน mcrA และ hydA หรือ hg จากดีเอในตะกอนเลยบ่อกุง้ (ก, ข, ค) PCR product 

จาก primer ชุดที่ 1, 2 และ 3  
 
 นอกจากนีเ้รายังปรับแผนการทดลองเพือ่ท าการยืนยันว่ามีประชากรจุลินทรียท์ี่ผลิตไฮโดรเจนในระบบ
หรือไมจ่ากยีน Hydrogenase (HoxE) ซึ่งเป็นอีกยีนหนึ่งที่ส าคัญในการผลิตไฮโดรเจน โดยท าการสกัด DNA ใน
ระหว่างกระบวนการหมัก จากนั้นท าการเพิม่ปริมาณ Hydrogenase (HoxE) ด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) ผลที่ได้ดังภาพที่ 4.7 
 
 
 

                                                                HoxE  
              

  

ภาพที่ 4.7 DNA ของยีน HoxE จากตัวอย่างตะกอนเลนทีท่ าการหมัก ณ เวลาต่างๆ 

จากภาพที่ 4.7 แสดงให้เห็นว่าไม่พบการแสดงออกของยีน Hydrogenase (HoxE) ที่ท าหน้าที่ในการผลิต
แก๊สไฮโดรเจน เมื่อพิจารณาจากงานวิจัยของ Oliver Schmitz และคณะ, 2545 ท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณแก๊สไฮโดรเจน โดย hydrogenases gene ของ Cyanobacteria โดยศึกษาจากการโคลนเพียงยีน HoxE ที่
มีขนาดเพียง 519 bp พบว่าปริมาณยีน HoxE ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไฮโดรเจน ซึ่งสอดคล้องกับ
องค์ประกอบของแก๊สชีวภาพที่ไม่พบแก๊สไฮโดรเจน ซึ่งก็ยิ่งท าให้สรุปได้ว่ามีปริมาณจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจนที่น้อย 
หรืออาจจะไม่มีเลย 

ในกรณีนี้งานวิจัยใหม่ๆ จะท าการศึกษาและโคลนนิ่งยีนที่สนใจจากกลุ่มจุลินทรีย์ที่ผสมกันอยู่โดยใช้
เทคนิค metagenomics โดยท าเป็น DNA library ข้ึนมา ซึ่งต้องเลือก vector ที่เหมาะสมส าหรับมาท าโคลนน่ิง
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ของ library ที่สนใจ ซึ่งในงานวิจัยนี้เราใช้ vector ในการโคลนนิ่งเป็น Topo vector ซึ่งอาจจะไม่เหมาะสมต่อ
การท า DNA library จึงไม่สามารถโคลนยีนเป้าหมายได้นั่นเอง หรืออาจจะเป็นเพราะในตัวอย่างที่น ามาสกัดดีเอ
นั่นก็คือตะกอนเลนบ่อกุ้งมีสารบางชนิดที่สามารถยับยั้งหรือท าลายดีเอนเอเปา้หมายที่สนใจท าให้ขัดขวางการโคลน
นิ่งได้  
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บทท่ี 5  

สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
ในงานวิจัยน้ีได้ท าการผลิตแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนบ่อกุ้งจากฟาร์มกุ้งในภาคตะวันออกและแหล่งของ

จุลชีพในการผลิตไบโอแก๊สเพื่อเพิ่มจ านวนเช้ือจุลชีพในถังหมักพบว่าสามารถผลิตแก๊สชีวภาพที่มีมีเทนเป็น
องค์ประกอบ 68% ซึ่งค่อนข้างสูง จากนั้นท าการแยกเช้ือที่ส าคัญในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพพบว่าได้เช้ือที่มี
ความส าคัญในกระบวนการกระบวนการไฮโดรไลซิสและกระบวนการอะซิโดเจนนีซีส โดยเช้ือหลักแยกได้ คือ 
Exiguobacterium Bacillus, Staphylococcus epidermidis และ Staphylococcus aureus และจากนั้นสกดั
ดีเอ็นเอจากเช้ือรวมที่โตในถังหมักเพื่อใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ยีนเป้าหมายนั่น คือ mcrA, hydA และ 
HoxE ที่มีความส าคัญในการผลิตมีเทนและไฮโดรเจน แต่เมื่อท าการโคลนน่ิงและหาล าดับเบสแล้วจ านวนสามรอบ
การทดลองใช้เวลาในการปรับสภาวะและ primer รวมถึงเพิ่มชนิดของยีนเป้าหมาย มาแล้วสองปีกว่า ก็ยังไม่
สามารถผลิตเช้ือสายพันธ์ุลูกผสมที่มีคุณสมบัติในการผลิตมีเทนหรือไฮโดรเจนได้ ซึ่งอาจจะเป็นเพราะ ดีเอนเอ
ต้นแบบที่น ามาใช้ในการทดลองเป็นแบบดีเอนเอรวม (pool DNA) ซึ่งมาจากหลายสปีชีส์รวมกันในกระบวนการ
ผลิตแก๊สชีวภาพ อาจจะเป็นการยากที่จะได้ยีนเป้าหมายเดี่ยวๆ หรือ/และ ในระบบมีเช้ือที่มีความสามารถในการ
ผลิตไฮโดรเจนอยู่ในระบบน้อยจึงไม่สามารถเพิ่มจ านวนยีนเป้าหมายได้ หรือ/และ ตัวอย่างที่น ามาสกัดดีเอนั่นก็คือ
ตะกอนเลนบ่อกุ้งมีสารบางชนิดที่สามารถยับยั้งหรือท าลายดีเอนเอเป้าหมายที่สนใจท าให้ขัดขวางการโคลนน่ิงได้  
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 1. อาจจ าเป็นต้องใช้วิธีอื่นในการท าโคลนนิ่งเพื่อให้ได้ยีนเป้าหมาย เช่น การสร้าง metagenomics 
library โดยเลือกใช้ vector ที่เหมาะในการท า library มากกว่า Topo vector 
 2. ควรเลือกวิธีในการแยกเช้ือบริสุทธ์ิที่จ าเพาะเจาะจงกว่านี้เพื่อให้ได้เช้ือที่มียีนเป้าหมายที่สนใจส าหรับ
ท าโคลนน่ิง 
 3. เปลี่ยนแหล่งของสารสารตั้งต้น หรือ/และ หัวเช้ือ ส าหรับผลิตแก๊สชีวภาพ เพื่อให้ได้กลุ่มประชากรหรอื
จุลินทรีย์ที่มียีนเป้าหมายที่สนใจ 
5.3 ผลผลิต 
ผลงานตีพิมพท์ี่เกิดจากโครงการวิจัย : เป็นส่วนหนึ่งในงานดงัต่อไปนี้ แต่ไม่ได้ระบุแหลง่ทุนหรือสัญญาทุนที่ชัดเจน
ลงไป 

1. ช่ือเรื่อง : Effect of light and microorganism on biogas production from shrimp pond 
sediment using mcrA AND 16S rRNA gene expression profile 
วารสารงานประชุม : The 7th ITIChE 2017, Bangkok, Thailand, October 18-20, 2017 

Impact Factor : - 
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