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ทําการแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถใชเมทานอลในอาหารแข็งเพื่อการเจริญที่ 45 องศา
เซลเซียส ไดทั้งสิ้น 76 ไอโซเลทจากตัวอยางที่เก็บจากธรรมชาติจํานวน 20 ตัวอยาง แตพบวามีเพียง 24 ไอโซ 
เลทที่สามารถเจริญในอาหารเหลวที่มีเมทานอลเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนที่ 45 องศาเซลเซียส โดย
ในจํานวนนี้มี 19 ไอโซเลทที่จัดเปนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล
เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงทั้ง 19 ไอโซเลท พบวาเปนแบคทีเรียรูปทอน 17 ไอโซเลท แบงเปน 
กลุมที่ติดสีแกรมบวกจํานวน 11 ไอโซเลท ซึ่งสรางเอนโดสปอรจํานวน 6 ไอโซเลทและไมสรางเอนโดสปอร
จํานวน 5 ไอโซเลท กลุมที่ติดสีแกรมแปรผันจํานวน 2 ไอโซเลท ซึ่งสรางเอนโดสปอรไดทั้ง 2 ไอโซเลท และ
กลุมที่ติดสีแกรมลบจํานวน 4 ไอโซเลท ซึ่งสรางเอนโดสปอรไดจํานวน 3 ไอโซเลทและไมสรางเอนโดสปอร 1 
ไอโซเลท แบคทีเรียรูปรางเปนทรงกลมมี 2 ไอโซเลท ซึ่งพบวาติดสีแกรมบวกและไมสรางเอนโดสปอรทั้งสอง
ไอโซเลท การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่สามารถเจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสูง ทําโดยการพิจารณาคาความเขมขนต่ําสุดของฟอรมาลดีไฮดที่ยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรีย (MIC) พบวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 ทนตอฟอรมาลดีไฮด
ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ไดสูงที่สุด คือ 2.5 2.4 และ 1.9 มิลลิโมลาร ตามลําดับ 
และเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีฟอรมาลดีไฮดเปนแหลงคารบอนหลักพบวา แบคทีเรียดังกลาวมีคา MIC ของ
ฟอรมาลดีไฮด เทากับ 0.8 0.7 และ 0.5 มิลลิโมลาร ตามลําดับ จึงทําการศึกษาการตรึงฟอรมาลดีไฮดของเมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 ในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเช้ือ เทากับ 0.8 0.7 และ 
0.5 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ผลการศึกษาพบวาแบคทีเรียรหัส TE1 ตรึงฟอรมาลดีไฮดไดดีที่สุดโดยสามารถลด
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อได 93 เปอรเซน็ตและมีฟอรมาลดีไฮดสะสมภายในเซลลนอยที่สุด (0.374 มิลลิ
โมลตอกรัมเซลลแหง) เมื่อเทียบกับแบคทีเรียรหัสอื่น อยางไรก็ตามพบวาแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทซึ่งทดสอบ
แลววาใชวีถี RuMP สําหรับตรึงฟอรมาลดีไฮดนั้น มีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI ซึ่งเปน
เอนไซมหลักของวิถี RuMP อยูในระดับสูงเมื่อเทียบกับคาที่มีรายงานไวสําหรับเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทน
อุณหภูมิสูงสายพันธุอื่น การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 ทําโดยการ
เปรียบเทียบลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่ศึกษากับลําดับเบสจากฐานขอมูล GenBank 
รวมกับการพิจารณาสมบัติทางชีวเคมีบางประการและสัณฐานวิทยาของเซลลและโคโลนีพบวา เมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรีย Bacillus sporothermodurans, Bacillus badius 
และ Brevibacillus choshiensis มากที่สุด ตามลําดับ 
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Seventy-six isolates of methylotrophic bacteria were isolated on methanol agar medium from 20 

natural samples but only 24 isolates exhibited growth in methanol broth at 45°C.  Among these, 19 isolates 
were found to be thermotolerant methylotrophic bacteria capable of methanol utilization for growth.  
Morphological study of bacterial cells showed that 17 isolates possessed rod-shaped cells whereas the other 2 
isolates were cocci, gram positive and non-endospore forming bacteria.  Among the rod -shaped cells group, 6 
isolates were found to be gram positive and endospore former whereas 5 isolates were also gram positive but 
non-endospore former.  The other 2 isolates were gram variable and endospore forming bacteria.  The last 4 
isolates of this group were gram negative of which 3 isolates were endospore former and a single isolate was 
non-endospore former.  Screening for thermotolerant methylotrophic bacteria capable of formaldehyde 

fixation at 45°C was performed by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) of 
formaldehyde to the bacterial growth in methanol broth.  Results indicated that the methylotrophic bacteria 
isolate SB4, TE1 and TB2 possessed the highest MIC as 2.5, 2.4 and 1.9 mM, respectively.  MICs of 
formaldehyde to the respective bacterial growth under the condition that formaldehyde was the sole carbon 
and energy source were found to be 0.8, 0.7 and 0.5 mM, respectively.  Capability of the bacterial isolates 
SB4, TE1 and TB2 were therefore assessed under those MICs mentioned.  The isolate TE1 was found to be 
superior on formaldehyde fixation as indicated by 93% reduction of formaldehyde in the culture medium and 
less accumulation of intracellular formaldehyde (0.374 mmol per gram dry weight) compared to the other two 
isolates.  However, high level of specific activity of HPS and PHI, the key enzymes for the RuMP pathway of 
formaldehyde fixation was observed among the three bacterial isolates studied.  Identification of those three 
thermotolerant methylotrophic bacteria was performed by conventional method as well as molecular 
biological method.  Results indicated that the isolate SB4, TE1 and TB2 are closely related to the bacteria 
Bacillus sporothermodurans, Bacillus badius and Brevibacillus choshiensis, respectively. 
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