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 ตารางที่ 13 แสดงการเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล พบวาเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงรหัส TB2 เปนแบคทีเรียรูปทอน แกรมลบ มีขนาดยาวประมาณ 2 
ไมโครเมตร กวางประมาณ 0.5 ไมโครเมตร สรางเอนโดสปอรได โดยเอนโดสปอรมีตําแหนงตรง
กลางเซลล และพบวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB2 ตองการอากาศเพื่อการเจรญิ ไมสราง
เอนไซมคะตะเลส ผลการทดสอบ V-P เปนลบ ไมสรางกรดจากน้ําตาลกลูโคส แลคโตส อะราบิ
โนส ไซโลส และแมนนิทอล ไมสรางแกสจากการหมกักลูโคส ไมสรางเอนไซมอะไมเลสเพื่อใช
ยอยแปง ไมสามารถใชซิเตรตเปนแหลงคารบอน รีดิวซไนเตรทเปนไนไตรทได ไมเจริญในสภาวะ
ที่มีโซเดียมคลอไรด 5 และ 10 เปอรเซ็นต และไมเจริญที่อุณหภูมิต่ํา 5 และ 10 องศาเซลเซียสซึ่ง
เมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมขีอง Brevibacillus sp., Brev. parabrevis  
Brev.  agri, Brev. brevis, Brev. formosus, Brev.  choshiensis และ Brev. limnophilus  พบวา
แบคทีเรีย TB2 คลายกับ Brev. choshiensis มากที่สุด ซ่ึงคลายกันถึง 22 ลักษณะ จาก 24 ลักษณะที่
เปรียบเทียบได คิดเปน 92 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับการเปรียบเทยีบลําดับเบสบางสวนของ 16S 
rDNA ของแบคทีเรีย TB2 กับ Brev. choshiensis ที่มีความเหมือนเทากบั 99 เปอรเซ็นต อยางไรก็
ตามการติดสีแกรมลบของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย TB2 เปนลักษณะซึ่งแตกตางจากลักษณะทัว่ไป
ของสมาชิกสวนใหญในจีนสั Brevibacillus แตพบวา Brev. choshiensis เปนแบคทีเรียสายพันธุ
เดียวในจีนัสนีท้ี่อาจติดสีแกรมแปรผัน ดังนั้นจึงอาจเปนการยืนยันไดวาแบคทีเรียรหสั TB2 มีความ
ใกลเคียงกับ Brev. choshiensis มากที่สุด 
 
 Thomas (2005) แยกแบคทีเรียที่ปนเปอนในเนื้อเยื่อขององุน ซ่ึงพบวาเปนแบคทีเรียใน
จีนัส Brevibacillus เจริญเปนโคโลนีสีครีม ลักษณะโคโลนีหนาราบหรอืเปนชั้น ๆ เซลลเปนรูป
ทอน ติดสีแกรมลบ สามารถสรางสปอรได ไมสรางเอนไซมคะตะเลสเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว แต
สรางเอนไซมไดนอยมากเมือ่เล้ียงในอาหารแข็ง ไมสรางเอนไซมออกซิเดสและยูรีเอส ไมสราง
เอนไซมอะไมเลสเพื่อยอยแปง ไมสามารถใชซิเตรท และทนตอเอทานอลได จากลกัษณะการตดิสี
แกรมลบ และการสรางเอนโดสปอรไดพบวาเปนลักษณะเดนของแบคทีเรียนี้ เนื่องจากสวนใหญ
แลวการสรางสปอรจะพบไดในแบคทีเรีย Bacillus และ Clostridium  
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สรุป 
 

การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใชเมทานอลเพื่อการเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส จาก
ตัวอยางที่เก็บจากแหลงธรรมชาติ เชน ดิน ดอกไม เปลือกไม จํานวน 20 ตัวอยาง โดยแยกเชื้อบน
อาหารแข็งที่มเีมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ไดเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจาํนวน 76 ไอ
โซเลท เมื่อทดสอบการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต ที่ 45 องศา
เซลเซียส พบวามีเพียง 24 ไอโซเลท ที่เจริญไดดีถึงดีมาก (+3 ถึง +4) คิดเปน 32 เปอรเซ็นตของ
แบคทีเรียทั้งหมดที่แยกได ในแบคทีเรีย 24 ไอโซเลทนี้ พบวามี 7 ไอโซเลท ที่เจริญในอาหาร
เหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต ที่ 50 องศาเซลเซียส แตมีเพียง 2 ไอโซเลท ที่เจริญไดเล็กนอยใน
อาหารเดียวกนั ที่ 55 องศาเซลเซียส 

 
 การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง ทําโดยการพจิารณาคาอัตราการเจริญ
จําเพาะสูงสุดที่ 37 45 50 และ 55 องศาเซลเซียส พบวามีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจาํนวน 19 ไอ
โซเลท ที่มีคาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดที่ 37 องศาเซลเซียส สูงกวาที ่45 50 และ 55 องศา
เซลเซียสอยางชัดเจน จึงจัดวาแบคทีเรียทั้ง 19 ไอโซเลทนี้เปนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูิ
สูง ซ่ึงสามารถทนอุณหภูมกิารเพาะเลีย้งไดสูงถึง 45 องศาเซลเซียส และในจํานวน 19 ไอโซเลทนี้มี
แบคทีเรีย 5 ไอโซเลทที่เจริญไดที่อุณหภมิูสูงถึง 50 องศาเซลเซียส แตไมพบแบคทเีรียที่เจริญไดที่ 
55 องศาเซลเซียสเลย 
 
 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงทั้ง 19 ไอโซเลท 
พบวาเปนแบคทีเรียรูปทอนจํานวน 17 ไอโซเลท ซ่ึงแบงเปนกลุมที่ตดิสีแกรมบวกจํานวน 11 ไอ
โซเลท คือ CM1  D5  D7  SB4  SD1 TA4  TB1  TB2  TB3  TD2 และ TE1 คิดเปน 52.6 เปอรเซ็นต
ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ศึกษา โดยในจํานวนนี้เปนแบคทีเรียทีส่รางเอนโดสปอรได 6 ไอ
โซเลท และไมสรางเอนโดสปอร 5  ไอโซเลท กลุมที่มีรูปรางทอนและติดสีแกรมแปรผันจํานวน 2 
ไอโซเลท คือ CM3 และ KA5 คิดเปน 10.5 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีศ่ึกษา และมี
รูปรางทอนแตติดสีแกรมลบจํานวน 4 ไอโซเลท คือ CM4  KA1  KB5 และ SB6 ซ่ึงคิดเปน 26.3 
เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีศ่ึกษา สวนแบคทีเรียรูปรางกลม ติดสีแกรมบวก ไมสราง
เอนโดสปอร มี 2 ไอโซเลท คือ D2 และ D4 คิดเปน 10.5 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
ที่ศึกษา 
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 การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงที่สามารถเจริญไดในสภาวะที่มี
ฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสงู โดยพิจารณาคาความเขมขนต่ําสุดของฟอรมาลดีไฮดที่ยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย (MIC) ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 45 องศา
เซลเซียส พบวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท คือ แบคทีเรียรหัส SB4  TE1 และ TB2 เจริญ
ไดในสภาวะทีม่ีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสูงสุด คือ 2.5  2.4  และ 1.9 มิลลิโมลาร ตามลําดับ และ
เมื่อนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทนี้ มาศึกษาคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดในอาหาร
เหลวที่มีฟอรมาลดีไฮดเปนแหลงคารบอนเพียงชนิดเดยีว ที่ 45 องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียรหสั 
SB4  TE1 และ TB2 เจริญไดในสภาวะทีม่ีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสูงสุด 0.8  0.7  และ 0.5 มิลลิ
โมลาร ตามลําดับ นอกจากนีย้ังพบวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทนี้ ใชวิถี Ribulose 
Monophosphate (RuMP) สําหรับตรึงฟอรมาลดีไฮดภายในเซลล เนื่องจากตรวจพบกจิกรรมจําเพาะ
ของเอนไซม hexulose phosphate synthase (HPS) และเอนไซม phosphohexulose isomerase (PHI) 
ภายในเซลลดวย 
 
 การตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียสของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4  TE1 
และ TB2 ในสภาวะทีม่ีฟอรมาลดีไฮดเปนแหลงคารบอนเพียงชนิดเดียวพบวา แบคทีเรียรหัส TE1 
สามารถตรึงฟอรมาลดีไฮดไดดีที่สุดโดยสามารถลดปริมาณฟอรมาลดไีฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อได 93 
เปอรเซ็นต และมีฟอรมาลดีไฮดสะสมภายในเซลลนอยที่สุด (0.374 มลิลิโมลตอกรัมเซลลแหง) 
เมื่อเทียบกับแบคทีเรียรหัสอื่น และตรวจพบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI ซ่ึงเปน
เอนไซมหลักของวิถี RuMP อยูในระดับสงูเมื่อเทียบกับคาที่มีรายงานไวสําหรับเมทลิโลโทรฟก
แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงสายพันธุอ่ืน 
 
 การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหสั SB4 TE1 และ TB2 ทําโดยการเปรียบเทยีบ
ลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่ศึกษากับฐานขอมูล GenBank รวมกับการ
พิจารณาคณุสมบัติทางชีวเคมีบางประการและสัณฐานวทิยาของเซลลและโคโลนีพบวา เมื่อ
เปรียบเทียบลําดับเบสจํานวน 816 คูเบสของ 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 
และแบคทีเรีย Bacillus sporothermodurans (AF329476) มีความเหมือน 99 เปอรเซ็นต และเมื่อ
เปรียบเทียบคณุสมบัติทางชวีเคมีบางประการของแบคทีเรียทั้งสอง พบวามีความใกลเคียงกัน 92 
เปอรเซ็นตของลักษณะที่เปรียบเทียบ 24 ลักษณะ การเปรียบเทียบลําดับเบสจํานวน 814 คูเบสของ 
16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE1 และแบคทีเรีย B. badius (AY803745) มีความ
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เหมือน 99 เปอรเซ็นต และการเปรียบเทยีบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียทั้งสอง 
พบวามีความใกลเคียงกัน 96 เปอรเซ็นตของลักษณะที่เปรียบเทียบ 24 ลักษณะ สวนการเปรียบ 
เทียบลําดับเบสจํานวน 799 คูเบสของ 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB2 และ
แบคทีเรีย Brevibacillus choshinensis (AB112713) มีความเหมือน 99 เปอรเซ็นต และการเปรียบ 
เทียบคุณสมบตัิทางชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียทั้งสอง พบวามีความใกลเคยีงกนั 92 
เปอรเซน็ตของลักษณะที่เปรียบเทียบ 24 ลักษณะ 
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ขอเสนอแนะ 
 
  1.  การปรับสภาพแบคทีเรียใหคุนเคยกับฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสงู ๆ โดยเพิ่มความ
เขมขนของฟอรมาลดีไฮดเปนขั้นตอน จากความเขมขนต่าํไปสูง อาจชวยเพิ่มขีดความสามารถของ
เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงใหทนพิษของฟอรมาลดีไฮดไดสูงขึ้น แตอาจตองใชระบบ
การเพาะเลีย้งแบบตอเนื่องเพื่อคงระยะการเจริญของแบคทีเรียไดเปนเวลานานเทาทีต่องการ และ
เพื่อใหแบคทีเรียตรึงฟอรมาลดีไฮดไดอยางมปีระสิทธิภาพสูงสุด 
 
  2.  การตรวจวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
ฟอรมาลดีไฮดและการศึกษาชนิดของโคเอนไซมที่เขารวมในปฏิกิริยาซึ่งมีความแตกตางกันขึ้นอยู
กับชนิดของแบคทีเรียนั้น อาจบงชี้สภาวะเมแทบอลิซึมของการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่จาํเพาะกับ
เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงแตละไอโซเลทคัดเลือกได 
 
  3.  การหาลําดบัเบสทั้งหมดของ 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่
คัดเลือกไวเปรียบเทียบกับลําดับเบสทั้งหมดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียจากฐานขอมูล จะทําให
มีความแมนยําในการจดัจําแนกแบคทีเรียมากขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 
 


