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คํานํา 
 

  เมทานอลเปนสารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งอะตอมที่จลิุนทรียในกลุมเมทิลโลโทรฟ
สามารถใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได เนือ่งจากเมทานอลเปนสารประกอบที่มีราคา
ถูก มีปริมาณมาก สามารถทําใหบริสุทธิ์ไดงาย ละลายไดดีในน้าํสะอาด เมทานอลจึงเปนวัตถุดิบที่
เหมาะสมสําหรับการเพาะเลีย้งเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียเพื่อนําไปใชประโยชนทีห่ลากหลาย เชน 
การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว การผลิตวิตามินและกรดอะมิโนบางชนิด เมแทบอลิซึมของเมทานอลใน
เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียมฟีอรมาลดีไฮดเปนสารมัธยันตรที่สําคัญ ซ่ึงฟอรมาลดีไฮดจะถูกสลาย
ตอไปเพื่อการสรางพลังงานหรือถูกตรึงเพือ่นําไปสรางองคประกอบของเซลลแบคทีเรียก็ได การ
คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่มีความสามารถสูงในการตรึงฟอรมาลดีไฮด เปนทางเลือกหนึง่
ของการกําจัดหรือลดพิษของฟอรมาลดีไฮดในสิ่งแวดลอม เนื่องจากน้าํทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม
เคมีหลายชนดิที่ใชฟอรมาลดีไฮดเปนตัวทาํละลายและเปนวัตถุดิบในการผลิตโพลีเมอร อาจ
กอใหเกิดการปนเปอนฟอรมาลดีไฮดในสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิด เนื่องจาก
ฟอรมาลดีไฮดเปนสารที่มีความเปนพิษสูง เกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะเจาะจงตอโปรตีนและกรด
นิวคลีอิกของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และมีผลทีชั่ดเจนตอมนษุย คือ ทําใหตาบอดชั่วคราวหรือถาไดรับ
ในปริมาณมากก็อาจทําใหตาบอดอยางถาวรได 
 
 ประเทศไทยตัง้อยูในเขตภูมอิากาศรอน มอุีณหภูมิเฉลี่ยคอนขางสูงตลอดทั้งป จึงมีความ 
เปนไปไดมากที่จะแยกเชื้อและคัดเลือกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงมีลักษณะเดนที่สามารถคง
กิจกรรมของเซลลไวได แมอุณหภูมิการเพาะเลี้ยงจะสูงขึ้นกวาอณุหภมูิระดับปกติทีแ่บคทีเรียเจรญิ
ไดดี ซ่ึงลักษณะเชนนีจ้ะสงผลดีตอการผลิตเซลลจํานวนมากในระดับอุตสาหกรรม เนือ่งจากไม
จําเปนตองใชระบบหลอเยน็ที่มีประสิทธิภาพสูงนกั จึงชวยลดตนทุนการผลิตได นอกจากนี้ยัง



 2 

สงผลดีตอการนําแบคทีเรียไปประยุกตใชดวย เชน การปลอยใหแบคทีเรียเพิ่มจํานวนและคง
ความสามารถสูงของเซลลไวได แมจะอยูในสิ่งแวดลอมที่มีอุณหภูมิคอนขางสูงก็ตาม 
   

ดังนั้นการคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงที่สามารถตรึงฟอรมาลดีไฮดได
ดีดวย จะนําไปสูการประยุกตใชแบคทีเรียในการกําจัดหรือลดความเปนพิษของฟอรมาลดีไฮดที่
อาจพบปนเปอนในแหลงธรรมชาติ หรือในน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมไดในอนาคต 
 

วัตถุประสงค 
 

1.  แยกและคดัเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถใชเมทานอล เพื่อการเจริญไดดีที ่
อุณหภูมิสูง 

2.  ศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมสูิง 

3.  คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงที่มีกิจกรรมการตรึงฟอรมาลดีไฮดได
ดี 

4.  จัดจําแนกเพื่อระบุช่ือเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกได 
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การตรวจเอกสาร 
 

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย คอื แบคทีเรียทีส่ามารถเจริญไดในสารประกอบที่มีคารบอน
หนึ่งอะตอมโดยใชสารนี้เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพื่อการเจริญของเซลล ซ่ึง
สารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งอะตอม ไดแก มีเทน เมทานอล ฟอรมาลดีไฮด ฟอรเมท คารบอน
มอนนอกไซด เมทิลเอมีน เปนตน (Anthony, 1982) ซ่ึงสารเหลานี้มีสภาพรีดิวซมากกวา
คารบอนไดออกไซด (Bratina and Richard, 1992) 

 
การคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียมีรายงานครั้งแรกในป ค.ศ. 1892 โดย Leow (Murrell 

and McDonald, 2000) ซ่ึงพบแบคทีเรียสีชมพูที่สามารถเจริญไดในเมทานอล เมทิลเอมีน 
ฟอรมาลดีไฮด และสารประกอบคารบอนหลายอะตอมอีกหลายชนดิ แบคทีเรียชนดินี้ถูกเรียกใน
ขณะนัน้วา Bacillus methylicus โดยปจจุบนัรูจักกนัในนามของ pink-pigmented facultative 
methylotroph (PPFM) ซ่ึงก็คือ Methylobacterium extorquens ในปจจบุันนั่นเอง 

 
อาจตรวจพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดทั่วไปในธรรมชาติทั้งในน้ํา ดิน และพืช 

(Vorholt, 2002) ซ่ึงสารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งอะตอม เชน เมทานอล ที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ
นั้นเกดิจากกระบวนการออกซิเดชันของมีเทนโดยเกิดการไฮโดรไลซิสเมทิลอีเทอรและเอสเทอรที่
มีอยูในเพกทนิและลิกนนิ ซ่ึงเปนสารประกอบหลักในโครงสรางของพืช เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
มักอาศัยอยูรวมกับแบคทีเรียที่สามารถใชมีเทนได (methanotroph) เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้เมื่อใช
มีเทนแลวจะปลอยเมทานอลออกมา ซ่ึงเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียกจ็ะนําเมทานอลไปใชใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมตอไป  
 

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียแบงได 2 กลุม ขึน้อยูกบัชนิดของสารประกอบที่ใชเปนซับ 
สเตรต ดังนี ้

 
1.  Obligate methylotrophic bacteria เปนแบคทีเรียที่ใชเฉพาะสารประกอบที่มีคารบอน

หนึ่งอะตอม แตไมใชสารประกอบที่มีคารบอนหลายอะตอม โดยใชไดเฉพาะเมทานอลหรือเมทิลเอ
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มีนได แตไมใชมีเทน ไดแก Methylomonas methylovora, M. aminofaciens, M. methanolica, M. 
clara และ Methylophilus methylotrophus เปนตน 

 
2.  Facultative methylotrophic bacteria เปนแบคทีเรียทีน่อกจากจะใชสารประกอบที่มี

คารบอนหนึ่งอะตอม เชน เมทานอลหรือเมทิลเอมีน แตไมใชมีเทนไดเชนเดยีวกับกลุมแรก 
แบคทีเรียในกลุมนี้ยังใชสารประกอบที่มีคารบอนหลายอะตอม เชน กลูโคส หรือ ฟรุคโตส ไดอีก
ดวย ตัวอยางของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในกลุมนี้ ไดแก  

 
- แบคทีเรียที่มโีคโลนีสีชมพู (pink-pigmented facultative methylotrophic bacteria) สวน

ใหญเปนแบคทีเรียในจีนัส Pseudomonas  เชน  P. extorquens (ปจจุบันคือ Methylobacterium 
extorquens), P. methylica และ P. rosea 

 
- แบคทีเรียในจีนัส Pseudomonas ที่โคโลนีไมมีสีชมพู (non pink-pigmented 

Pseudomonas) เชน P. aminovorans และ P. oleovorans 
 
- แบคทีเรียที่ตดิสีแกรมลบ ไมสามารถเคลื่อนที่ได และมรูีปรางของเซลลเปนแทง เชน 

แบคทีเรียในจนีัส Arthrobacter 
 
- แบคทีเรียที่ตดิสีแกรมบวก เชน Bacillus cereus, Mycobacterium vaccae และ

Brevibacterium fuscum 
 
- แบคทีเรียที่อยูในกลุม facultative autotrophs หรือ phototrophs ที่เจริญไดในที่ ๆ ม ี

เมทานอลหรือฟอรเมต เชน Rhodopseudomonas palustris, R. acidophila, Thiobacillus novellas, 
Nitrobacter agilis, Alkaligenes eutrophus, Paracoccus denitrificans, Pseudomonas oxalaticus, P. 
gazotropha, Achromobacter sp., Mycrocyclus aquaticus, M. ebrunous, Blastobacter viscosus และ
Mycobacterium sp. 
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เมทานอล 
 

เมทานอลหรือเมทิลแอลกอฮอล (methyl alcohol) เดิมเรียกวา แอลกอฮอลจากไม (wood 
alcohol) เพราะเตรียมไดโดยการนําไมมากล่ันภายใตสภาวะไรอากาศ ปจจุบันเมทานอลเกือบ
ทั้งหมดสังเคราะหขึ้นมาจากปฏิกิริยารีดักชนัของแกสคารบอนมอนนอกไซดกับแกสไฮโดรเจน ซ่ึง
เปนผลพลอยไดจากการผลิตแกสมีเทน และใชโลหะออกไซดผสมเปนตัวเรง เมทานอลมีสมบัติ
ดังนี้ สูตรโมเลกุลคือ CH3OH มวลโมเลกุลเทากับ 32.04 มีลักษณะเปนของเหลวใส ละลายไดทกุ
สวนในน้ําสะอาด มีจุดเดือดและจุดเยือกแข็งเทากับ 64.7 และ -97.8 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ความ
หนาแนนเทากบั 0.7915 กรัมตอมิลลิลิตร 

 
เมทานอลเปนวัตถุดิบที่มีความสําคัญทางอุตสาหกรรม สวนใหญใชในอุตสาหกรรมเคมี 

ประโยชนของเมทานอล เปนวัตถุดิบในการผลิตฟอรมาลดีไฮด (ใชผลิตเรซินและพลาสติก) กรด
น้ําสม เมทิลเอมีน คลอโรมีเทน (chloromethane) เมทิลเมทาคริเลต (methylmethacrylate) สาร 
DMT (dimethyl terephthalate) และสาร MTBE (methyl-butyl ether) โดยใชเปนตวัทาํละลาย สาร
ปองกันการแขง็ตัว และสวนผสมของน้ํามันเชื้อเพลิง (Weissermel and Arpe, 1994) 

 
นอกจากนี้เมทานอลยังมีความเปนพิษตอมนุษยโดยการดดูซึมเขาทางผิวหนัง ลมหายใจ 

และดูดซึมไดเร็วในทางเดินอาหารแลวกระจายเขาสูกระแสเลือด การกาํจัดเมทานอลในรางกายจะ
เกิดโดยการออกซิไดสเมทานอลใหกลายเปนฟอรมาลดีไฮด และสลายตอไปเปนกรดฟอรมิก ซ่ึงจะ
ไดคารบอนไดออกไซดและน้ําในที่สุด (ภาพที่ 1) ถารางกายไดรับเมทานอลในปริมาณเพยีง
เล็กนอย เมทานอลจะถูกขับออกทางลมหายใจ เหงื่อ และปสสาวะ หรืออาจกระตุนใหอาเจียน
ออกมา ความเปนพิษของเมทานอลเกิดจากกรดฟอรมิกที่เกิดขึ้นไปทําใหเกิดภาวะความเปนกรดสูง 
(acidosis) จนมีผลทําใหเนื้อเยื่อตับออนตาย (necrosis) นอกจากนีฟ้อรมาลดีไฮดยังมผีลไปทําลาย
ประสาทตาจนอาจเกิดอาการตาบอดชั่วคราวหรืออาจทําใหถึงขั้นเสียชีวติได 
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ภาพที่ 1  กระบวนการกําจัดเมทานอลในรางกาย 
ที่มา: Brandis (n.d.) 
 

เมแทบอลิซึมของเมทานอลในเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 

ลักษณะเดนของเมแทบอลิซึมของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย คือ การเปลี่ยนคารบอนหนึ่ง
อะตอมใหเปนฟอรมาลดีไฮด ซ่ึงเปนสารมัธยันตรที่เปนศูนยกลางของกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของเมทานอล (ภาพที่ 2) ฟอรมาลดีไฮดเปนสารที่มีความเปนพิษสูง เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาที่ไม
จําเพาะเจาะจงตอโปรตีนและกรดนวิคลีอิก (Attwood and Quayle, 1984) ฟอรมาลดีไฮดที่เกดิขึ้น
ในระหวางการเจริญจากการรีดิวซคารบอนหนึ่งอะตอม เกี่ยวของทั้งในเมแทบอลิซึมการสราง
พลังงานหรอืดสิซิมิเลชันและแอสซิมิเลชันของคารบอน ซ่ึงเปนการใชพลังงาน และสราง
องคประกอบของเซลล ขั้นตอนแรกของเมแทบอลิซึมของเมทานอลโดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
คือ ปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลไดเปนฟอรมาลดีไฮด หลังจากนั้นจึงเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชนั
ของฟอรมาลดีไฮดเปนคารบอนไดออกไซด ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงสวนนีจ้ะเกิดขึ้นในไซโทพลาซึม
ของเซลล 
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ภาพที ่2  ฟอรมาลดีไฮดเปนศูนยกลางการเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมของเมทิลโลโทรฟก 
    แบคทีเรีย 
ที่มา: Vorholt (2002) 
 

ดิสซิมิเลชันของเมทานอล 

 
 ดิสซิมิเลชันของเมทานอลเปนการสรางพลังงานเพื่อสรางองคประกอบของเซลล โดยการ
ออกซิไดสเมทานอลดวยเอนไซม methanol dehydrogenase เกิดเปนฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนสารมัธ
ยันตรที่มีความเปนพิษสูง จากนั้นฟอรมาลดีไฮดจะถูกออกซิไดสตอไปเปนกรดฟอรมิก โดย
กระบวนการออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดนั้นจะอาศัยโคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมชนิดตาง ๆ 
(ภาพที่ 3) ขึ้นกับชนิดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย วิถีการออกซิไดสฟอรมาลดีไฮดที่เกี่ยวของกับ
โคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมที่แตกตางกัน แสดงในภาพที่ 4 หลังจากนัน้กรดฟอรมิกจะถูกออกซิ
ไดสตอไป ไดเปนคารบอนไดออกไซดและน้ําในที่สุด 
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ภาพที่ 3  โครงสรางของโคแฟกเตอรและโคเอนไซมชนดิตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการออกซิไดส 
    ฟอรมาลดีไฮด 
ที่มา: Vorholt (2002) 
 

วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดที่เกีย่วของกับโคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมทั้ง 4 ชนิด มี
ดังนี ้

- Tetrahydrofolate (H4F)-dependent formaldehyde oxidation 
- Tetrahydromethanopterin (H4MPT)-dependent formaldehyde oxidation 
- Glutathione (GSH)-dependent formaldehyde oxidation 
- Mycothiol (MySH)-dependent formaldehyde oxidation (เกิดกระบวนการดังภาพที ่4 ซ่ึง 
  มีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกนักบั GSH-dependent formaldehyde oxidation) 
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ภาพที ่4  วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดไปเปนคารบอนไดออกไซด ของ Methylobacterium 

extorguens AM1 และ Paracoccus denitrificasn เอนไซม : MtdA NADP-dependent 
methylene-H4F dehydrogenase, Fch methenyl-H4F cyclohydrolase, Fhs formyl-H4F 
synthethase, FDH formate dehydrogenase, Fae H4MPT-dependent formaldehyde 
activating enzyme, MtdB NAD(P)-dependent methylene-H4MPT dehydrogenase, Mch 
methenyl-H4MPT cyclohydrolase, Ftr formyltransferase, Fhc Ftr/htdorlase complex, 
Gfa glutathione-dependent formaldehyde activating enzyme, GD-FALDH NAD+ and 
glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase, FGH S-formyl glutathione 
hydrolase 

ที่มา: Vorholt (2002) 
 
วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดไปเปนกรดฟอรมิกโดยอาศัย tetrahydrofolate เปนโคแฟกเตอร 
 
 การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนคารบอนหนึ่งอะตอมที่จับกับ tetrahydrofolate (H4F) 
ดังแสดงในภาพที่ 4 มีความสําคัญกับสิ่งมีชีวิตเกือบทกุชนิด พบวาฟอรมาลดีไฮดในสวนนีจ้ะถูก
ออกซิไดสไปเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา ซ่ึงในระหวางกระบวนการออกซิเดชนันี้มีการสราง
พลังงานเพื่อนาํไปใชในการสังเคราะหสารที่จําเปนตอการสรางองคประกอบของเซลล เชน purine 
และ thymidilate ฟอรมาลดีไฮดในกระบวนการนี้จะมีการเคลื่อนยายหมู methyl และ formyl ได



 10 

เปน N5-methyl-H4F, N5,N10-methylene-H4F, N5,N10-methenyl-H4F และ N10-formyl-H4F ตามลําดับ 
(Maden, 2000) หลังจากเกิดกระบวนการในลักษณะนีแ้ลวจะได ATP, NADPH และ NADH 
 
 โดยทั่วไปแลวเอนไซมชนิดที่มี H4F เปนโคแฟกเตอรทั้งหมดในวิถีการเปลี่ยนแปลงแบบ
แรกนี้จะมีการแสดงออกในระดับต่ําเพียงเพือ่ใหมีการสรางพลังงานไดเทานั้น แตในเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรียทีใ่ชวิถี Serine ในการสรางองคประกอบของเซลล เชน Methylobacterium และ 
Hyphomicrobium จะมีกจิกรรมของเอนไซมที่มี H4F เปนโคเอนไซมในระดับสูงโดยอาจถูก
เหนีย่วนําใหมกีารสังเคราะหขึ้นระหวางการเจริญในเมทานอล (Marison et al., 1982) โดยเกดิขึ้น
ในขั้นตอนเริ่มตนของวิถี Serine ซ่ึง H4F จบักับฟอรมาลดีไฮดไดเปน N5, N10-methenyl-H4F 
หลังจากนัน้จะรวมตวักับ glycine แลวได serine ตอไป ซ่ึงมีความเปนไปไดวาเอนไซมที่ขึ้นอยูกับ 
H4F มีหนาที่เบื้องตนในการรักษาระดับของสารมัธยันตรใหอยูในระดับสูงเพื่อนําไปใชในวิถี 
Serine เอนไซมเหลานี้อาจมกีารทํางานในทิศทางที่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันขึ้นอยูกับ
ความตองการของเซลล โดยพบวาปฏิกิริยาของเอนไซม NAD-dependent methylene-H4F 
dehydrogenase, methenyl-H4F cyclohydrolase และ N10-H4F synthetase อาจเกิดปฏิกริิยาผันกลับได
อยางสมบูรณดังแสดงในภาพที่ 4 
 
วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดไปเปนฟอรเมตชนิดท่ีอาศัย Tetrahydromethanopterin 
(H4MPT) เปนโคเอนไซม 
 

ปฏิกิริยาที่เกีย่วของกับ tetrahydromethanopterin (H4MPT) ถูกคนพบใน methanogenic 
bacteria และ sulfate-reducing archaea ซ่ึงแรกเริ่มนั้นเชื่อวาพบเฉพาะใน strict anaerobes เทานั้น 
และ H4MPT ทําหนาที่เปนศูนยกลางกระบวนการสรางพลังงาน (Thauer, 1998) 

 
เมื่อไมนานมานี้ พบวามีเอนไซมชนิดที่มี H4MPT เปนโคแฟกเตอร ใน archaea โดยพบใน 

Methylobacterium extorquens AM1 และยงัพบแบคทีเรียที่มีโคแฟกเตอร H4MPT ในรูปที่ไมมี

ฟอสเฟต และขาด terminal α-hydroxyglutaryl phosphate คือ Methanothermobacter 
marburgensis (Chistoserdova et al.,1998; Vorholt et al., 1998; van Beelen et al., 1984)  

 
การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดที่อาศัย H4MPT เปนโคแฟกเตอร เร่ิมตนเหมือนกับวถีิ

ออกซิเดชันทีข่ึ้นอยูกับH4Fโดยการที่ฟอรมาลดีไฮดจับกบัโคแฟกเตอร pterin ไดเปนอนุพันธ 
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N5,N10- methylene อาศัยเอนไซมชนิดที่ถูกกระตุนโดยฟอรมาลดีไฮด (H4MPT-dependent 
formaldehyde activating enzyme, Fae) และจะเรงปฏิกิริยาโดยเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ เอนไซม
Fae นี้อาจมีปริมาณสูงกวา 2 เปอรเซ็นตของโปรตีนภายในเซลล พบไดในเซลลของแบคทีเรียที่
เจริญในเมทานอล พบวาแบคทีเรียกลายพนัธุ M. extorquens AM1 ที่ขาดเอนไซม Fae จะเจริญได
ใน succinate แตไมเจริญในเมทานอล นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อจะไวตอเมทานอลและฟอรมาลดีไฮด
มากกวาเซลลปกติดวย (Vorholt et al., 2000) 

 
 การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดที่อาศัย H4MPT เปนโคแฟกเตอรนี ้อาศัยการทํางานของ
เอนไซม NAD(P)-dependent methylene-H4MPT dehydrogenase ซ่ึง N5,N10-methylene- H4MPT ที่
เกิดขึ้นมาจะถกูออกซิไดสตอไปเปน N5,N10-methenyl-H4MPT+ โดยในแบคทีเรีย M. extorquens 
AM1 มีเอนไซม pyridine nucleotide dependent methylene- H4MPT dehydrogenase ที่ตางกันอยู 2 
ชนิด ชนิดแรก คือ เอนไซมที่จําเพาะเจาะจงตอ NADP ช่ือ MtdA เอนไซมนี้จะไปเรงปฏิกิริยาการ
กําจัดไฮโดรเจนของ methylene- H4F (Ermler et al., 2002) สวนชนดิที่สอง คือ เอนไซมชนิดที่
ตองการ NAD(P) ช่ือ MtdB ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอ methylene-H4MPT และไมพบกิจกรรม
ของเอนไซมเลย เมื่อมี methylene-H4F (Hagemeier et al., 2000) ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 
methylene-H4MPT ถูกกระตุนโดยโปรตีน MtdA / MtdB จัดเปนปฏิกิริยาที่มีการคายพลังงาน (-13 
KJ/mol) ดังนัน้จึงมักเกิดปฏกิิริยาในทิศทางที่ไมผันกลับ และเมื่อรวมกบัเอนไซม Fae ก็จะชวยให
การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดเกิดขึน้อยางมีประสิทธิภาพ ขณะนี้ยังไมพบรายงานวามีเอนไซม 
pyridine nucleotide dependent methylene-H4MPT dehydrogenase ในสิง่มีชีวิตอื่นเลย  
 

ขั้นตอนตอมาเปนการทํางานของเอนไซม methenyl-H4MPT cyclohydrolase (Mch) โดย 
methenyl-H4MPT+ ถูกไฮโดรไลซไดเปน N5-formyl-H4MPT (ภาพที่ 4) และการเปลี่ยนแปลง
ขั้นตอนสุดทายอาศัยการทํางานของเอนไซม formyltransferase/hydrolase complex ซ่ึงเปนเอนไซม
ที่กระตุนการเปลี่ยน N5-formyl-H4MPT ใหเปนกรดฟอรมิก โดยพบวาเอนไซมจากแบคทีเรีย  
M. extorquens AM1 มีลักษณะเปน 4 หนวยยอยที่ตางกนัคือ FhcD, FhcA, FhcB และ FhcC 
 

สันนิษฐานวาปฏิกิริยาออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดที่อาศัย H4MPT เปนโคแฟกเตอร เปน
ปฏิกิริยาหลักในการออกซิไดสฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเกิดขึน้ใน M. extorquens AM1 (Vorholt et al., 
1998, 2000; Pomper et al., 1999) เพราะมีเอนไซม Fae และพบกิจกรรมของโปรตีน MtdA/MtdB 
และ Mch ในระดับสูง อุณหพลศาสตรของปฏิกิริยาที่เกีย่วของมีสวนทาํใหวิถีการออกซิไดส
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ฟอรมาลดีไฮดมีประสิทธิภาพมากขึ้น เพราะไดรวมเอาปฏิกิริยาการกําจัดไฮโดรเจนของ N5,N10-
methylene- H4MPT และการแยกสลายดวยน้ําของโคแฟกเตอรที่จับกับคารบอนหนึ่งอะตอมเขาไว
ดวยกันแลวจึงไดกรดฟอรมกิเปนผลิตภณัฑ โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้ไมสามารถผันกลับได การ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดใหเปนกรดฟอรมิกนั้น จะเกิดโดยวิถีที่ใชโคแฟกเตอร 
H4MPT มากกวาวิถีที่ใช H4F โดยจะผลิต NADH ไดมากกวา NADPH แตอยางไรก็ตามอาจพบการ
ผลิต NADPH ไดจากวิถีแรกไดเชนกัน ซ่ึงจะนําไปใชสําหรับกระบวนการชีวสังเคราะหตอไป 
 

เอนไซมที่มี H4MPT เปนโคแฟกเตอร พบไดในเมทิลโลโทรฟกโปรทีโอแบคทีเรีย แต
อยางไรก็ตามเอนไซมนี้อาจจะมีบทบาททีแ่ตกตางกันขึน้อยูกับชนิดของแบคทีเรีย ยกตัวอยางเชน 
โปรตีน Mch ของ Methylobacillus flagellatus KT พบไดในระหวางการเจริญในเมทานอล โดย
นําไปใชในวิถี Ribulose Monophosphate Pathway (RuMP) สําหรับการออกซิไดสฟอรมาลดีไฮด
ไปเปนคารบอนไดออกไซด เปนตน (Chistoserdova et al., 2000) 
 
วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดชนดิท่ีอาศัย glutathione หรือ mycothiol เปนโคเอนไซม 
 

การออกซิเดชนัของฟอรมาลดีไฮดที่เกีย่วของกับ glutathione (GSH) (ภาพที่ 4) พบได
ทั่วไป ทั้งในสัตวเล้ียงลูกดวยนม พืช และยีสต และตรวจพบไดในเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียพวกที่
ใชสารอนินทรียเปนแหลงพลังงาน เชน Paracoccus denitrificans และในแบคทีเรียสีมวงที่ไม
สะสมกํามะถนั (purple non-sulfur bacteria) เชน Rhodobacter sphaeroides (Ras et al., 1995; 
Barber et al., 1996; Harm et al., 1996; Barber and Donohue, 1998; Goenrich et al., 2002) 

 
ในแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดมีการใช mycothiol (MySH) แทน glutathione (สูตร

โครงสรางแสดงในภาพที่ 3) และเกดิกระบวนการออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดดังภาพที่ 4 แทน 
glutathione (GSH)-dependent formaldehyde oxidation (Spies and Steenkamp, 1994) ในเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียที่ติดสีแกรมบวก เชน Amycolatopsis methanolica และแบคทีเรีย Rhodococcus 
erythropolis พบเอนไซม mycothiol-dependent formaldehyde dehydrogenase ซ่ึงมีการศึกษามา
กอนแลววาเปน NAD/factor - dependent formaldehyde dehydrogenase และพบวาเกีย่วของกับการ
เปลี่ยนแปลงของฟอรมาลดีไฮดในแบคทีเรียเหลานี้ โดยในแบคทีเรีย A.  methanolica มีเอนไซม 
formaldehyde dehydrogenase ชนิดที่ม ีmycothiol (MD-FalDH) เปนโคเอนไซมมากกวาเอนไซม
ชนิดที่ม ีglutathione เปนโคเอนไซม  
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จะเห็นวาทั้ง 4 วิถีที่กลาวขางตนมีลักษณะที่เหมือนกนั คือ การรวมฟอรมาลดีไฮดเขากับ
โคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมแตละชนดิ ซ่ึงปฏิกิริยานี้อาจเกิดขึ้นไดเองหรือมีเอนไซมมาเรง
ปฏิกิริยาก็ได ตอจากนัน้จึงเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบที่ไดจนกระทั่งเกดิเปนกรด
ฟอรมิก ซ่ึงจะถูกออกซิไดสตอไปเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา ในการเกิดออกซิเดชันของ
ฟอรมาลดีไฮดโดยอาศัยโคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมชนดิตาง ๆ นั้นขึน้อยูกับชนิดของเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรีย (Vorholt, 2002) ดังนี ้

 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี H4F-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Methanospirillum, 

Methylobacterium และ Hyphomicrobium บางสายพันธุ เปนตน 
 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี H4MPT-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Methylobacterium, 

Hyphomicrobium, Methylosinus, Xanthobacter, Methylobacillus, Methylophilus, Methylococcus 
Methylomicrobium, Methylomonas เปนตน 

 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี GSH-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Paracoccus เปนตน 
 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี MySH-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Amycolatopsis เปน

ตน 
 

แอสซิมิเลชันของเมทานอล 
 
เมื่อเมทานอลถูกออกซิไดสโดยเอนไซม methanol dehydroganase (MDH) ไดเปน

ฟอรมาลดีไฮดแลว ฟอรมาลดีไฮดจะถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดหรืออาจถูกนําไปสราง
องคประกอบของเซลล (Zahn et al., 2001) ซ่ึงการสรางองคประกอบของเซลลจะเกดิขึ้นไดโดยการ
ตรึงฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนสารมัธยันตรเขาสูวัฏจักรตาง ๆ โดยเกิดขึน้ได 3 วิถี คือ (Anthony, 1982) 
 

1.  Ribulose monophosphate cycle (RuMP) 
2.  Serine cycle 
3.  Ribulose bisphosphate cycle (RuBP) 
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Ribulose monophosphate cycle (RuMP) 
 
 การตรึงฟอรมาลดีไฮดเขาวัฏจักรนี้ แบงออกเปน 3 ระยะ (ภาพที่ 5) คือ 
 

ระยะที่ 1 เปนการตรึงฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเกีย่วของกับ 2 ปฏิกิริยา คือ การรวมฟอรมาลดีไฮด
กับ ribulose 5-phosphate ไดเปน hexulose 6-phosphate (hexulose phosphate) แลวเกดิปฏิกิริยา 
isomerization ไดเปน fructose 6-phosphate (FMP) 
 

ระยะที่ 2 เปนการแยกสลาย โดย fructose 6-phosphate (FMP) จะถูกเปลี่ยนไปเปน fructose 
1,6-bisphosphate (FBP) โดยเอนไซม phosphofructokinase หรืออาจถูกเปลี่ยนไปเปน 2-keto 3-
deoxy 6-phosphogluconate (KDPG) (ภาพที่ 5) ซ่ึงขึ้นอยูกับชนิดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียดังนี ้ 

 
- เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียกลุม facultative methylotroph เชน Arthrobacter, Streptomyces 

sp. และ Pseudomonas oleovorans จะเกดิปฏิกิริยาในทิศทางที่ FMP เปลี่ยนไปเปน fructose 1,6-
bisphosphate (FBP) โดยเอนไซม phosphofructokinase แลวได glyceraldehyde-3-phosphate(GAP) 
และ dihydroxyacetone-P  

 
- สวนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียกลุม obligate methylotroph เชน Methylophilus 

methylotrophus และ Pseudomonas เกิดการเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางที่เกิด KDPG หลังจากนัน้ 
KDPG จึงถูกแยกออกเปน GAP และ pyruvate ซ่ึงเปนสารตั้งตนสําหรับสรางสวนประกอบตาง ๆ
ของเซลล นอกจากนี้ยังมีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียบางชนิดที่เกดิปฏิกิริยาไปในทิศทางที่ FBP 
เปลี่ยนไปเปน sedoheptulose 1, 7-bisphosphate เชน Bacillus สายพันธุ PM6 และ S2A1, 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ B-175, Brevibacterium fuscum, Mycobacterium vaccae และ 
Arthrobacter สายพันธุ P1 
 

ระยะที่ 3 เปนการกลับเขาสูวัฏจักรอีกครั้ง โดย FMP เขารวมกับ glyceraldehyde-3-
phosphateแลวเกิด xylose-5-phosphate ซ่ึงจะถูกนําไปใชในการสังเคราะหกรดนวิคลีอิก และเกิด 
erythrose-4-phosphate ซ่ึงเซลลนําไปสังเคราะหกรดอะมิโนที่มีโครงสรางวงแหวน ซ่ึง erythrose-4-
phosphate ที่เกิดขึ้น อาจถูกเรงโดยเอนไซม transaldolase เขารวมกับ FMP อีก 1 โมเลกุล ไดเปน 
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glyceraldehyde-3-phosphate และ sedoheptulose-7-P ซ่ึงจะถูกเรงโดยเอนไซม transketolase ได 
ribulose 5-phosphate 3 โมเลกุล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  วิถี Ribulose monophosphate (RuMP)  
ที่มา: Lidstrom (1990) 
 
Serine cycle 
 
 วัฏจักรหรือวิถี Serine แตกตางจากวิถีแอสซิมิเลชันฟอรมาลดีไฮดวิถีอ่ืน ๆ โดยวิถีนีม้ี
สารมัธยันตรที่เปน carboxylic acid และกรดอะมิโนมากกวาที่จะเปนคารโบไฮเดรต และเอนไซมที่
สําคัญในการแอสซิมิเลทฟอรมาลดีไฮด คือ เอนไซม serine transhydroxymethylase ซ่ึงจะเปลี่ยน
ฟอรมาลดีไฮดไปเปน glycine หลังจากนั้นจะไดสารมัธยันตรที่สําคัญสําหรับวิถีนี้คือ serine วิถี 
Serine เกี่ยวของในการเจรญิของแบคทีเรียที่มีสารประกอบคารบอนหนึ่งอะตอมชนดิตาง ๆ วิถี 
Serine เปนการสังเคราะห phosphoglycerate จากฟอรมาลดีไฮด 2 โมเลกุล และคารบอนไดออก 
ไซด 1 โมเลกุล (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 6  วิถี Serine  
ที่มา: Lidstrom (1990) 
 

วิถีนี้แบงออกเปน 3 ระยะ ดังนี้ 
 

ระยะที่ 1 เปนการสังเคราะห phosphoglycerate โดยฟอรมาลดีไฮด 2 โมเลกุลจับกับ 
tetrahydrofolate (H4F หรือ THF) ไดเปน N5,N10-methenyl-H4F ซ่ึงจะรวมตัวกับ glycine 2 โมเลกุล 
แลวได serine 2 โมเลกุล ซ่ึงจะถูกเปลี่ยนแปลงตอไปจนกระทั่งได 2- phosphoglycerate 2 โมเลกุล 
ซ่ึง 1 โมเลกุลนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน 3-phosphoglycerate เพื่อใชในการสรางสวนประกอบของเซลล
ตอไป  

 
ระยะที่ 2 โมเลกุลที่เหลือของ 2- phosphoglycerate เปลี่ยนไปเปน phosphoenolpyruvate 

(PEP) แลวเกิดปฏิกิริยา carboxylation ซ่ึงรวมกับคารบอนไดออกไซด (ที่ไดจากระบวนการ
ออกซิเดชันของกรดฟอรมิก) ไดเปน oxaloacetate ที่จะถูกเปลี่ยนเปน malyl-CoA ตอไป  
 

ระยะที่ 3 malyl-CoA ถูกแยกออกเปน glyoxylate 1 โมเลกุล และ acetyl-CoA ซ่ึง acetyl 
Co-A จะถูกเปลี่ยนไปเปน glyoxylate อีก 1 โมเลกุล หลังจากนั้น glyoxylate ทั้ง 2 โมเลกุล รวมกัน
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เปน glycine 2 โมเลกุล ซ่ึงเปนสารตั้งตนสารหนึ่งของระยะที่ 1 ของวิถีนี ้จึงถือวาเกดิวฏัจักรโดย
สมบูรณ 
 

ตัวอยางเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใชวิถี Serine เปนวิถีหลักในกระบวนการแอสซิมิเลชัน
ของเมทานอล ไดแก เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในกลุม pink-pigmented facultative methylotroph 
เชน Methylobacterium extorquens AM1 และ Pseudomonas methylica เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
ในกลุม non pink-pigmented facultative methylotroph เชน Arthrobacter, Hyphomicrobium, 
Streptomyces สายพันธุ 239, Pseudomonas aminovorans, Pseudomonas สายพันธุ MA และ 
Pseudomonas สายพันธุ MS เปนตน 

 
Ribulose bisphosphate cycle (RuBP) 
 

วิถี RuBP หรือวัฏจักร Calvin เปนวิถีที่แตกตางจากวิถีอ่ืน คือ ใชคารบอนไดออกไซดที่ได
จากกระบวนการดิสซิมิเลชันของเมทานอลมาใชเปนสารมัธยันตรในวถีินี้ โดยจะถูกแอสซิมิเลท
โดยออกซิเดชนัของคารบอนไดออกไซด 

 
ปฏิกิริยาทั้งหมดที่เกิดขึน้ในวัฏจักรนีท้ําใหเกิดการสังเคราะห glyceraldehyde 3-phosphate 

1 โมเลกุลที่เร่ิมตนจากคารบอนไดออกไซด 3 โมเลกุล โดยปฏิกิริยาสรปุไดดังตอไปนี้ 
 
3 CO2 + 6 NAD(P)H + 6 H+ + 9 ATP                    glyceraldehyde 3-phosphate + 6 NAD(P)+ +  

9 ADP + 8 Pi 
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ภาพที่ 7 วิถี Ribulose bisphosphate (RuBP) 
ที่มา: Lidstrom (1990) 
 

วีถี RuBP แบงออกเปน 3 ระยะดังนี ้
 
ระยะที่ 1 เปนการตรึง (fixation) คือ เกิดปฏิกิริยา carboxylation ของคารบอนไดออกไซด

กับ ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP) ผลที่ได คือ phosphoglyceric acid (PGA) จํานวน 2 โมเลกลุ 
หลังจากนัน้จะมีการเติมหมูฟอสเฟตเขาไปอีก 1 หมูไดเปน 1,3-bisphosphoglycerate 
 

ระยะที่ 2 เปนปฏิกิริยารีดักชนัของ 1,3-bisphosphoglycerate ไดเปน glyceraldehyde 3-
phosphate (GAP) แลวเปลีย่นไปเปน fructose 6-phosphate เพื่อใชในการสรางกลูโคส และจะถูก
นําไปสรางองคประกอบของเซลลตอไป 



 19 

ระยะที่ 3 เปนการ regeneration โดย fructose 6-phosphate เปลี่ยนเปน ribulose 5-
phosphate ที่จะไดรับหมูฟอสเฟตอีก 1 หมู ไดเปน ribulose 1,5-bisphosphate ซ่ึงเปนสารตั้งตนสาร
หนึ่งของระยะที่ 1 ของวิถีนี้ จึงเปนการกลับเขาสูวัฏจักรอีกครั้ง (ภาพที่ 7) 
 
 ตัวอยางเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใช RuBP เปนวิถีหลักในการแอสซิมิเลชันของเมทา
นอล ไดแก แบคทีเรียสังเคราะหแสง เชน Rhodopseudomonas acidophila (ใชเมทานอลหรือฟอร
เมตเปนซับสเตรต), Rhodopseudomonas gelatinosa, Rhodomicrobium vannielii, Rhodospirillum 
tenue (ใชเมทานอลเปนซับสเตรต) และ Rhodopseudomonas palustris (ใชฟอรเมตเปนซับสเตรต)
และแบคทีเรียในกลุมที่ไมมกีารสังเคราะหแสง (Non-photosynthetic bacteria) เชน Pseudomonas 
oxalaticus (ใชฟอรเมตเปนซบัสเตรต), Paracoccus denitrificans (Micrococcus denitrificans) (ใช
เมทานอล เมทิลลามีน หรือ ฟอรเมตเปนซบัสเตรต), Thaiobacillus novella (ใชเมทานอล ฟอรเมต 
หรือฟอรมาลดีไฮดเปนซับสเตรต), Hydrogenomonas eutropha และ Bacterium formoxidans  
(ใชฟอรเมตเปนซับสเตรต), Microcyclus aquaticus (ใชเมทานอลหรอืฟอรเมทเปนซับสเตรต) และ
Blastobacter viscosus (ใชเมทานอลเปนซับสเตรต) (Anthony, 1982) 
 

ฟอรมาลดีไฮด 
 
 ฟอรมาลดีไฮดเปนสารเคมีที่มีความเปนพษิสูงตอส่ิงมีชีวิต สวนใหญแลวฟอรมาลดไีฮด
เกิดจากการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรม และฟอรมาลดไีฮดยังเปนสารที่เกี่ยวของในกระบวนการ
เมแทบอลิซึมของเมทานอล โดยเปนสารมธัยันตรที่เปนศูนยกลางในการเกิดกระบวนการเมแทบอลิ
ซึมของแบคทีเรียในกลุมเมทิลโลโทรฟทําใหแบคทีเรียในกลุมนี้สามารถทนตอความเปนพิษของ
ฟอรมาลดีไฮด และไดมกีารนําไปประยุกตใชในดานชวีเทคโนโลยี และการบําบัดทางชวีภาพทาํให
สามารถกําจัดหรือลดความเปนพิษของฟอรมาลดีไฮดได เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีส่ามารถตรึง
ฟอรมาลดีไฮดไดดี เชน Methylobacterium extorquens, Methylococcus capsulatus, Methylomonas 
methaica, Methylobacterium organophilum, Methylosinus trichosporium, Methylophilus 
methylotrophus, Pseudomonas extorquens, Hyphomicrobium vulgare, Paracoccus denitrificans 
และRhodopseudomonas acidophila (Anthony, 1982; Chongcharoen et al., 2005)  
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สมบัติของฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde) 
 
 ฟอรมาลดีไฮด เปนกาซที่มีกล่ินฉุน ในทางการคามักอยูในรูปของสารละลายที่
ประกอบดวยฟอรมาลดีไฮด 37-50 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั สูตรโครงสรางคือ HCHO มีน้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 30.03 ฟอรมาลดีไฮดผลิตขึ้นจากการออกซิเดชันของเมทานอลกับออกซิเจนใน
บรรยากาศหรอืการออกซิเดชันของมีเทน 
 
 การใชประโยชนฟอรมาลดีไฮดในดานตาง ๆ มีดังนี้ 
 

1.  ดานอุตสาหกรรม 
1.1 ในการผลิตเรซินและพลาสติก เชน urea - formaldehyde, melamine- 
formaldehyde, phenol - formaldehyde และอื่น ๆ 
1.2 ในการสังเคราะห urotropine, propyl alcohol ยา วัตถุระเบิด และสีตาง ๆ เชน สี
คราม สีแดง สีอะคริลิก รวมถึงการฟอกหนังและสีตกแตงอาหาร 
1.3 ในการยอมเพื่อปรับปรุงใหสียอมตดิแนนขึ้น 
1.4 ในการฟอกสีและการพมิพ 
1.5 ในอุตสาหกรรมกระดาษ เพื่อใหกระดาษลื่นและกันน้าํได 
1.6 ในการผสมโลหะ เพื่อระงับการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
1.7 ในอุตสาหกรรมสิ่งทอ เพื่อผลิตผงที่ใชในการเปลี่ยนแปลงลักษณะน้ําหนัก และ
ความแข็งแรงของไหมสังเคราะห 
1.8 ใชสําหรับภาพถาย ทําใหเก็บไดนาน 
 

2.  ดานการเกษตร 
2.1 ใชสําหรับการทําลายและปองกันจุลินทรียในตนไมที่เปนโรค 
2.2 ปองกันผลิตผลการเกษตรจากการเสียหายระหวางการขนสง และการเก็บรักษา 
2.3 ใชฆาเชื้อโรคในดิน 
2.4 ใชทําความสะอาดสถานที่เก็บอุปกรณ เชน ลังไม 
2.5 เปนสวนผสมของสารละลายที่ใชเคลือบผัก ผลไมจําพวกสม ระหวางการเก็บเกี่ยว
เพื่อชะลอการเนาเสีย 
2.6 ใชเปนปุย (urea formaldehyde) 
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3.  ดานการแพทย 
3.1 ใชในการเก็บรักษาตวัอยางสําหรับการศึกษาทางสรีระรางกาย ดองศพ 
3.2 ใชทําความสะอาดหองผูปวย เครื่องมอืเครื่องใชในการเตรียม และสังเคราะห
ผลิตภัณฑยา วคัซีน 
 

4.เครื่องสําอาง 
4.1 ใชในเครื่องสําอางเพื่อระงับเหงื่อ 
4.2 ใชในยาสีฟน ยาบวนปาก สบู ครีมโกนหนวด เพื่อฆาเชื้อ 
4.3 ใชในน้าํยาดับกลิ่นตวั 
  

การนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไปใชประโยชน 
 
1.  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 

 
Anthony (1982) กลาววาเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียมีคาผลผลิต (yield) อัตราการเจริญ และ 

สวนประกอบของโปรตีนที่สูงกวายีสต จึงมีการนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียมาพัฒนาการผลิต
โปรตีนเซลลเดี่ยวโดยบริษทั ICI (Imperial Chemical Industries) ประเทศอังกฤษ ไดสายพันธุ 
แบคทีเรีย Methylophilus methylotrophus ที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญคอนขางสูง (40 องศา

เซลเซียส) สามารถเจริญไดเร็วในเมทานอล (μmax ประมาณ 0.55 ตอช่ัวโมง) และใหคาผลผลิตสูง 

จึงใชแบคทีเรียชนิดนี้ในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวเปนการคาตอมา 
 

2.  การผลิตวติามินบี 12  
 
มีรายงานการผลิตวิตามินบี 12 โดยกระบวนการหมัก ซ่ึงใชสารอาหารประเภท

คารโบไฮเดรต แตไดมกีารพัฒนามาใชสารอาหารที่มีราคาถูกกวาคือ เมทานอล ซ่ึง Tanaka et al. 
(1974) พบวา Protaminobacter rubber ซ่ึงเปน pink-pigmented facultative methylotroph ที่คัดแยก
ไดสามารถผลิตวิตามินบี 12 ได 2.6 มิลลิกรัมตอลิตร 
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3.  การผลิต poly-β-hydroxybutyrate (PHB) 
 
poly-β-hydroxybutyrate (PHB) เปนสารที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง และพบวาอาจสะสมอยูใน

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดเมื่ออยูในสภาวะที่เหมาะสม PHB จะถูกนํามาใชเปนสารตั้งตนในการ
สังเคราะหโพลีเมอรทางดานเคมีเพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติก 
 

เนื่องจากเมทานอลเปนสารที่มีราคาถูกจึงไดนํามาใชในการผลิต PHB ซ่ึงในการควบคุม
ระดับของเมทานอลและออกซิเจนที่เติมลงไปมีความสําคัญมาก Bourqur et al. (1995) แสดงใหเห็น
วาตองมีการควบคุมใหมเีมทานอลอยูในระดับต่ําเสมอ (0.01 กรัมตอลิตร) ซ่ึงจะทําใหแบคทีเรีย
ผลิต PHB ที่มีน้ําหนกัโมเลกลุสูงไดถึง 900-1800 กิโลดาลตัน 
 
4.  การผลิตกรดอะมิโน 
 

ไลซีนเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญใชเปนสารเสริมในอาหารสัตว  ปจจุบันไลซีนที่ผลิต
เพื่อใชในทางการคาผลิตโดยกระบวนการหมักโดยใชแบคทีเรียที่เจรญิในน้ําตาลเปนแหลงคารบอน
และแหลงพลังงาน  อยางไรก็ตามสิ่งที่จําเปนสําหรับกระบวนการผลิต คือ การหาปจจัยที่สามารถ
ชวยลดตนทุนทางเศรษฐกิจลง จึงไดมีการใชสารประกอบที่เปนคารบอนหนึ่งอะตอม เชน เม
ทานอล ซ่ึงมีราคาถูกและมีความบริสุทธิ์สูงมาพัฒนาเพื่อใชในการผลิตไลซีน Lee et al. (1996) 
รายงานการผลิตไลซีนจากเมทานอลโดยใชแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus methanolicus ที่อุณหภูมิ
สูง 50 องศาเซลเซียส และชวยลดตนทุนในการใชระบบหลอเย็นไดถึง 30-40 เปอรเซ็นต 
 
5.  การผลิตฮอรโมนพืช 

 
มีรายงานวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Methylobacterium ซ่ึงพบไดทั่วไปในดนิ และผิว

ของใบไมอาจผลิตฮอรโมนพืชบางชนิดได (Corpe and Basile, 1982; Lidstrom and Chistoserdova, 
2002) เนื่องจากสามารถกระตุนการงอกของเมล็ดพืชและชวยในการเจริญเติบโตของพืช แบคทีเรีย
ชนิดนี้บางสายพันธุสามารถผลิตฮอรโมนพืชชนิด cytokinin zeatin (Ivanova et al., 2000) ไดขณะที่
บางสายพันธุสามารถผลิต indole acetic acid ได (Ivanova et al., 2001) นอกจากนีย้ังพบวา 
Methylobacterium อาจมีสวนในการสรางกลิ่นรสของสตรอเบอรี่ดวย (Zabetakis, 1997) 
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6.  การบําบัดทางชีวภาพ (bioremediation) 
 

ไดมีการทดลองยอยสลายสารพิษประเภท aromatic 2, 4D และแคดเมยีม ในดินที่ทําให
ปนเปอนดวยสารเหลานี้ พบวาการยอยสลายของมลภาวะเกิดไดมากขึ้นโดยการเตมิแบคทีเรีย 2 
ชนิดคือ ชนิดที่ยอย 2, 4 D ไดแตไวตอแคดเมียม และชนิดที่ทนตอแคดเมียมแตไมสามารถยอย 2, 4 
D ได (Roane et al., 2001; de Marco et al., 2004) ไดมีรายงานวาสามารถแยกไดเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีความตานทานตอสารพิษ เพื่อนํามาใชในการบําบัดทางชีวภาพ การแยก
เชื้อจากตวัอยางดนิและตะกอนดินโดยใชสภาวะของการเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน พบวาเชือ้ที่แยกไดมี
ความผันแปรทั้งลักษณะที่ปรากฎและอนกุรมวิธานคอนขางมาก โดยมแีบคทีเรียบางสายพันธุ
สามารถทนตอโลหะหนกัอารเซนิกและสารพิษที่เปนสารอินทรียไดดี นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรีย 4 
สายพันธุที่ถูกจัดใหเปน super-bugs เนื่องจากสามารถทนตอสารพิษหลายชนิดที่ความเขมขนสูง 

 
มีรายงานวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียสามารถเจริญไดในสารประกอบเมทิลเลทซัลเฟอร 

(methylated sulfur) ซ่ึงจะพบสารประกอบชนิดนี้ไดในน้ําเสียที่ปลอยออกมาจากโรงงานผลิต
กระดาษ เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียสามารถยอยอะลิฟาตกิซัลฟอรเมท (aliphatic sulformate) ได จึง
มีการนําแบคทีเรียกลุมนี้มาใชในการยอยสลายสารดังกลาว (Murrell and McDonald, 2000) 
 

แบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง 
 

แบคทีเรียแตละชนิดมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจรญิแตกตางกนั อุณหภูมิที่จุลินทรีย
เจริญไดอยูระหวางอณุหภูมสูิงสุด (maximum temperature) และอุณหภมูิต่ําสุด(minimum 
temperature) ซ่ึงถาอุณหภูมสูิงหรือต่ํากวานี้ แบคทีเรียจะไมเจริญ อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
เจริญเรียกวา อุณหภูมิเหมาะสม (optimum temperature) อุณหภูมิทั้งสามชนิดนี้เรียกวา อุณหภูมิคาร
ดินัล (cardinal temperature) ซ่ึงแบคทีเรียแตละชนิดจะมชีวงอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการเจริญ
แตกตางกัน (ตารางผนวกที่ ค1) จึงสามารถแบงแบคทีเรียออกเปน 3 กลุม คือ 
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แบคทีเรียชอบอุณหภูมิต่ํา (psychrophile)  
 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิต่ํา คอื แบคทีเรียที่เจริญไดที่ 0 องศาเซลเซียส หรือต่ํากวา อุณหภูมิ

ที่เหมาะสม คอื 15 องศาเซลเซียส หรือต่ํากวา แบคทีเรียกลุมนี้จัดเปนไซโครไฟลที่แทจริง (obligate 
psychrophile) อุณหภูมิสูงสุดที่เจริญ คือ 30 องศาเซลเซียส แตบางพวกมชีวงอุณหภูมิเหมาะสมอยู
ระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส และอุณหภมูิสูงสุดในการเจริญ คือ 35 องศาเซลเซียส จึงจัดเปน 
facultative psychrophile หรือ psychrotroph ตัวอยาง psychrophilic bacteria เชน Pseudomonas, 
Achromobacter, Flavobacterium และ Micrococcus 
 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophile) 
 
 แบคทีเรียชอบอุณหภูมิปานกลาง คือ แบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิระหวาง 25-40 องศา
เซลเซียส โดยมีอุณหภูมิต่ําสุดที่เจริญไดอยูระหวาง 5-25 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเหมาะสม คือ 37 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมสูิงสุดที่เจริญได คือ 43 องศาเซลเซียส ตัวอยาง mesophilic bacteria 
เชน Neisseria, Salmonella และ Vibrio  
 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง (thermophile)  
 
 แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง คือ แบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิสูงระหวาง 45-60 องศา
เซลเซียส อุณหภูมิเหมาะสมอยูระหวาง 50-55 องศาเซลเซียส อุณหภูมสูิงสุดที่เจริญไดอยูระหวาง 
60-85 องศาเซลเซียส ตัวอยางthermophilic bacteria เชน Bacillus, Clostridium, 
Thermoactinomyces และ Methanobacterium เทอรโมไฟลบางพวกเจริญมากในชวงมีโซไฟล จึง
เรียกวา facultative thermophile หรือ eurithermophileบางพวกเจริญที่อุณหภูมิสูงกวา 60 องศา
เซลเซียส เรียกวา เทอรโมไฟลแทจริง หรือstenothermophile แตมีแบคทีเรียบางพวกที่สามารถเจริญ
ไดดีในชวงอณุหภูมิมีโซไฟล (20-43 องศาเซลเซียส) และสามารถเจริญไดในชวงอณุหภูมิที่เปน
เทอรโมไฟล (45-65 องศาเซลเซียส) เรียกแบคทีเรียในกลุมนี้วาแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิง 
(thermotolerant bacteria) เชน  Bacillus methanolicus สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 35-60 องศา
เซลเซียส และมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ คือ 55 องศาเซลเซียส (Arfman et al., 1992) และ 
Bacillus brevis S1 (Yurimoto et al., 2002) ซ่ึงแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่ไดยกตัวอยางไปขางตน
เปนแบคทีเรียที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ (methylotrophic bacteria) ซ่ึง
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สามารถนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม เชน การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว (Anthony, 1982) การ
ผลิตวิตามินบี 12  และ rivoflavin (Tanaka, 1974) การผลิต poly-β-hydroxybutyrate (PHB) 
(Bourqur et al., 1995) การใชเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงในการผลิตระดบั
อุตสาหกรรมนาจะมีขอไดเปรียบทําใหประสิทธิภาพในการผลิตดีขึ้น และไมจําเปนตองใชระบบ
หลอเย็นที่มีประสิทธิภาพสูงมากนัก ซ่ึงจะชวยลดตนทนุของการผลิตไดมาก ชวยลดโอกาสการ
ปนเปอน และปองกันการผลิตหยุดชะงักเมือ่มีความรอนสูงเกินไป 
 

อนุกรมวิธานของแบคทีเรีย 
  

อนุกรมวิธาน (Taxonomy) เปนวิชาที่ศึกษาเกี่ยวกับการจาํแนกประเภทของสิ่งมีชีวิตและ 
การจําแนกประเภทของแบคทีเรียก็เปนงานดานหนึ่งทางอนุกรมวิธานของจุลินทรีย (Microbial 
taxonomy หรือ Systematics arrangement of microorganisms) หลักการสําคัญของอนุกรมวิธาน คือ 
การจําแนกประเภท การตั้งชือ่วิทยาศาสตร และการจดัจําแนกสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ (ดวงพร, 2537) 
 
การจําแนกประเภท (Classification) 
 
 การจําแนกประเภท หมายถึง การจัดระเบียบของแตละสิ่งเขาเปนหนวย ซ่ึงประกอบดวย
ลักษณะเหมือน ๆ กันที่แตกตางจากหนวยอ่ืน ๆ 
  

สําหรับการศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรีย นิยมใชหนังสือ Bergey , s Manual of 
Determinative Bacteriology ซ่ึงฉบับที่ใชปจจุบันเปนฉบบัพิมพคร้ังที่ 9 ป ค.ศ. 1994 (Holt, 1994)
เปนมาตรฐานอางอิงในการจัดจําแนกแบคทีเรีย ซ่ึงจัดแบคทีเรียอยูในอาณาจักรโมเนอรา ตามที่ 
Whittaker จัดแบงสิ่งมีชีวิตไว 5 อาณาจักรตามความตองการสารอาหารและการสรางพลังงาน แต
เปลี่ยนชื่อเรียกอาณาจกัรโมเนอราวา โปรคารีโอตี (Procaryotae) เนื่องจากเปนอาณาจักรของ
ส่ิงมีชีวิตที่มีเซลลเปนแบบโปรคารีโอท 
 
การตั้งชื่อสิ่งมชีีวิต (Nomenclature) 
 
 การตั้งชื่อวิทยาศาสตร (Scientific name) ของสิ่งมีชีวิตใหเปนที่ยอมรับกันทั่วโลก มี
ขอตกลงระหวางประเทศโดยกําหนดเปนรหัสนานาชาติ ซ่ึงมีการตั้งกฎของการตั้งชื่อแบคทีเรียและ
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ไวรัสออกมาเปนรหัส เรียกวา The International Code of Nomenclature of Bacteria and Viruses 
ตอมาแยกเปน The International Code of Bacteria ในป ค.ศ. 1974 
 
 หลักเกณฑของการตั้งชื่อวิทยาศาสตร (Principles of Nomenclature) สรุปไดดังนี ้

1.  ส่ิงมีชีวิตแตละชนิดทีแ่ตกตางกันจัดวาเปนชนิด (species) หนึ่ง 
2.  ใชหลักลําดับกอนหลัง (priority) คือ ตองสืบคนหลักฐานคนที่พบ และตั้งชื่อไวกอน ช่ือ

ที่ถูกตองเรียกวา วาลิด (valid) ซ่ึงตองมีการตีพิมพอธิบายลักษณะของชนิดเปนภาษาละตินที่เรียกวา 
Latin diagnosis 

3.  การกําหนดชื่อวิทยาศาสตรระดับชนิด แบคทีเรียใชหลักเกณฑเดยีวกับพืชและสัตว คือ 
ใชระบบไบโนเมียล (Binomial system หรือ Binomial nomenclature) ซ่ึงประกอบดวยคําที่เปน
ภาษาละตนิ 2 คํา คําแรกเปนชื่อสกุล คําหลังเปนคําคุณศพัทขยายคําหนาที่เรียกวา specific epithet 
เปนคําที่แสดงคุณสมบัติหรือลักษณะบางประการของสิ่งมีชีวิตนั้น ผูนาํหลักเกณฑนีม้าใชเปนคน
แรกคือ Carolus Linnaeus 

4.  ช่ือวิทยาศาสตรระดับสกุลใหเขียนเปนตัวเอน (italic) หรือถาไมมีตัวเอนใหขีดเสนใต 
และขึ้นตนดวยอักษรตวัพิมพใหญ 

5.  specific epithet ขึ้นตนดวยอักษรตวัเล็ก เปนตัวเอนหรอืขีดเสนใต เขยีนแยกจากชื่อสกุล
และจะเขียนเดีย่ว ๆ ไมได ตองเขียนคูช่ือสกุลเสมอ 

6.  ช่ือที่นําไปใชตองเปนไปตามกฎที่ตั้งไวจึงจะถูกตอง 
 

 ช่ือวิทยาศาสตรของแบคทีเรียใชระบบการตั้งชื่อแบบไบโนเมียล เชนเดียวกับพืชและสัตว 
คือ ช่ือหนาเปนสกุล (genus) ขึ้นตนดวยอักษรตัวพิมพใหญใชตัวเอนหรอืขีดเสนใตแทน คําที่ใชจะ
เปนภาษาละตนิหรือกรีก ถาเปนคําที่บัญญัติใหมใหใชคําประสมที่มีรากศัพทมาจากภาษาละตนิหรือ
กรีก 

 ในแบคทีเรียบางชนิดมีความแตกตางระดับชนิดได จึงแบงออกเปน varieties หรือสายพนัธุ
ตาง ๆ ได เชน Streptococcus lactis สายพนัธุที่มีกล่ินเหมือนขาวมอลต คือ S. lactis var. maltigens 
และพวกทีย่อยเจลาตินไดคอื S. faecalis var. liquefaciens  
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การจัดจําแนก (Identification) 
 
 เมื่อแยกแบคทเีรียไดจากตวัอยางแลว ในทางปฏิบัติตองทําใหเชื้อบริสุทธิ์ แลวศึกษา
สัณฐานวิทยา เชน รูปราง การเรียงตัวของเซลล การติดสีแกรมเปนการวินิจฉยัเบื้องตน จากนัน้
ทดสอบสมบัติทางชีวเคมี เชน ความสามารถในการใชน้ําตาลตาง ๆ เปนแหลงคารบอน การสราง
เอนไซมบางชนิด ความสัมพนัธกับออกซิเจน และอื่น ๆ เทาที่จําเปน แลวนําสมบัติที่ทดสอบไดของ
แบคทีเรียที่ไมทราบชนิดไปเปรียบเทียบกบัคุณสมบัติของแบคทีเรียทีท่ราบชนิดแลว ซ่ึงเปน
แบคทีเรียที่ไดมีการบรรยายลักษณะตาง ๆ ไวอยางครบถวนในหนังสือคูมือ เชน Bergey,s  Manual 
of Determinative Bacteriology 
 
หลักเกณฑการจัดจําแนกแบคทีเรีย 

 
 การจัดจําแนกแบคทีเรียตามวิธีของ Bergey , s Manual of Determinative Bacteriology 
ฉบับพิมพคร้ังที่ 9 ป ค.ศ. 1994 (Holt, 1994) อาศัยการพจิารณาสมบัตติาง ๆ ของแบคทีเรีย ดังนี ้
 

1.  ความตองการสารอาหาร (Nutritional requirement) 
 
  แบคทีเรียมีความตองการสารอาหารแตกตางกัน บางชนดิตองการอาหารที่ซับซอนแตบาง
ชนิดก็เจริญไดในอาหารที่งาย ๆ แบคทีเรียสามารถดํารงชีวิตอยูไดทุกรูปแบบ ลักษณะการดํารงชวีติ
แบงตามความตองการแหลงพลังงานและแหลงคารบอน ไดเปน 4 ประเภท แสดงดงัตารางผนวกที่ 
ค2  แบคทีเรียที่ศึกษามากในหองปฏิบัติการทั่วไปเปนพวกที่มีการดํารงชีวิตแบบchemoheterotroph  
 
  อาหารเลี้ยงเชือ้ (culture medium) ทั่วไป ประกอบดวยธาตุอาหารที่ชวยในการเจริญของ 
จุลินทรีย อาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดมีเพยีงเกลืออนินทรีย แตบางชนิดตองเติมสารสกัดจากเนื้อสัตว 
เชน beef extract หรือสารสกัดจากพืช เชน malt extract หรือสารสกัดจากจุลินทรีย เชน yeast 
extract 
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2.  ความตองการทางกายภาพ (Physical requirement) 
 

  สภาพแวดลอมทางกายภาพที่เกี่ยวของกับการเจริญของแบคทีเรีย เชน อุณหภูมิ อากาศ แสง 
ความเปนกรด-ดาง ความตองการแกสบางชนิด สภาพทางกายภาพ สามารถนํามาใชเพือ่การจําแนก
ประเภทของแบคทีเรียได เชน แบคทีเรียทีเ่จริญไดในบรรยากาศที่มีออกซิเจนเรยีกวา aerobic 
bacteria แบคทีเรียที่ไมสามารถเจริญในบรรยากาศที่มีออกซิเจนไดเรียกวา anaerobic bacteria หรือ
แบคทีเรียที่เจริญไดทั้งในทีม่ีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนเรียกวา facultative anaerobic bacteria 
หรือแบคทีเรียที่เจริญไดดใีนที่มีออกซิเจนเล็กนอยเรียกวา microaerophilic bacteria นอกจากนี้อาจ
แบงแบคทีเรียไดเปน 3 กลุม ตามการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ แบคทีเรียที่ชอบเจริญที่อุณหภูมิสูง 
เรียกวา thermophilic bacteria แบคทีเรียทีช่อบอุณหภูมปิานกลางเรียกวา mesophilic bacteria และ
แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําเรียกวา psychrophilic bacteria 

 
3.  ลักษณะเฉพาะเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Cultural characteristic) 

 
  เซลลหนึ่งของแบคทีเรียจะเจริญขึ้นรวมเปนกลุมกอนที่เรียกวา โคโลน ีจนสามารถมองเห็น
ดวยตาเปลา ทาํใหสามารถศึกษาลักษณะของเชื้อจากโคโลนี เชน ความดาน ใส ขุนทบึ ใหรงควัตถุ
เปนเม็ดละเอียดหรือหยาบ ขอบเขตการเจรญิกระจายออกหรือเปนจุดเล็ก ๆ มีลักษณะขอบเรียบ
หรือขรุขระ เปนเมือกหรือแหง หรือเปนเกล็ด นอกจากนีลั้กษณะการเจริญในอาหารแข็งหนาตัด
ตรง (stab culture) หรือในอาหารเหลว (broth culture) สามารถชวยในการจําแนกได 

 
 4.  ลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic)  

 
 ลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวทิยาของเซลลแบคทีเรีย เปนคุณสมบัติที่ไมสามารถมองเห็น
ดวยตาเปลา ตองดูดวยกลองจุลทรรศน และแบคทีเรียโดยทั่วไปที่ศกึษากันมากที่สุด อยูในอนัดับ 
Eubacteriales มีขนาดเปนไมครอน ตองใชกําลังขยายประมาณ 1000 เทา โดยใชเลนสหัวน้ํามัน (oil 
immersion len) จึงจะเหน็รูปรางเปนทอน กลม หรือเกลียว การจัดเรยีงตัว รวมทั้งศกึษาวาแบคทีเรีย
มีการสรางสปอร สรางแคปซูล (capsule) หรือเกราะ (cyst) และดูชนดิของแฟลกเจลลา (flagella) ถา
ตองการศึกษาโครงสรางภายในเซลลตองใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
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5.  ลักษณะเฉพาะของเมแทบอลิซึมและลักษณะทางชวีเคมี (Metabolic or biochemical 
characteristic) 
 
  การศึกษาเมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย นอกจากดูวาจุลินทรียใหประโยชนหรือใหโทษแลว 
ยังอาจนํามาใชในการจดัจําแนกแบคทีเรียดวย เพราะแบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการยอย
สารอาหารตางกัน การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่ใส
ธาตุอาหารบางชนิดลงไป แลวสังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน การเปลี่ยนสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ การเกิดกรด เกิดแกส เกดิสารบางชนิด ทําใหทราบถึงปฏิกิริยาเคมทีี่เกิดขึ้น
ภายในเซลลแตละขั้นตอนได 
 
  การทดสอบลักษณะทางชวีเคมี ไดแก การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase 
test) การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (oxidase test) การทดสอบการสรางเอนไซมโคแอก
กูเลส (coagulase test) การทดสอบ MR (methyl red test) การทดสอบ VP (Voges-Proskauer test) 
การทดสอบอินโดล (indole test) การทดสอบการใชซิเตรต (citrate utilization test) การทดสอบการ
ใชอะซิเตต (acetate utilization test) การทดสอบการใชมาโลเนต (malonate utilization test) การ
ทดสอบการยอยอารจินิน (arginine dihydrolase test) การทดสอบการยอยเจลาติน (gelatin 
liquefaction test) การทดสอบการยอยแปง (starch hydrolysis test) การทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
(nitrate reduction test) การทดสอบการสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S production test) การ
ทดสอบการสรางเอนไซมยรีูเอส (urease test) การทดสอบการสรางเอนไซมดีคารบอกซิเลส 
(decarboxylase test) การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต (carbohydrate fermentation test) การ
ทดสอบการออกซิไดสและการหมัก (oxidation-fermentation test) เปนตน 
 

 6.  ลักษณะเฉพาะของสวนประกอบทางเคมี (Chemical composition characteristic) 
 
  โครงสรางตาง ๆ ของเซลลแบคทีเรีย อาจมลัีกษณะเฉพาะที่แตกตางกัน ซ่ึงปจจุบันมี
เทคนิคทันสมัยที่ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางของเซลลแบคทีเรีย เชน แบคทเีรียแกรมบวก
และแกรมลบมีสวนประกอบทางเคมีของผนังเซลลแตกตางกัน รวมทัง้ความแตกตางกนัของสาร
พันธุกรรมและสารที่เปนสวนประกอบภายในเซลล 
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 7. การเปนแอนติเจน 
 
  การศึกษาสมบัติของแบคทีเรียเกี่ยวกับปฏิกิริยาแอนติเจน-แอนติบอดี เปนการศึกษา
ความสามารถของแบคทีเรียในการเปนแอนติเจน โดยฉดีแบคทีเรียเขาไปในสัตวทดลองแลว
ตรวจสอบดูวาสัตวทดลองมีการสรางแอนติบอดีในซีรัมหรือไม ซ่ึงปฏิกิริยานี้เปนปฏิกิริยาที่มี
ความจําเพาะสงู และมีประโยชนมากในการแยกแบคทีเรีย ซ่ึงอาจแยกความแตกตางระหวางสาย
พันธุได 

 
 8. ลักษณะเฉพาะทางพันธกุรรม (Genetic characteristic) 

 
  การจําแนกประเภทแบคทีเรียที่สมบูรณทีสุ่ด ควรศึกษาเกี่ยวกับสารพนัธุกรรม เพื่อการ
จําแนกประเภทแบคทีเรียใหเขาใกลระบบธรรมชาติมากที่สุด โดยทั่วไปใชการศึกษา 2 วิธี คือ การ
วิเคราะหหาปริมาณกรดนวิคลีอิก โดยหาปริมาณของ guanine และ cytosine ในเซลล และการหา
ความสัมพันธของปฏิกิริยาระหวาง DNA กับ DNA หรือระหวาง DNA กับ RNA ของแบคทีเรียตาง
ชนิดกัน ในการเกิด DNA-DNA hybridization หรือ DNA-RNA hybridization เพื่อหาความสัมพันธ
ระหวางแบคทเีรียตางชนิดกนั นอกจากนีก้ารศึกษาถึงขนาดของจีโนม (genome) ก็สามารถชวยใน
การจําแนกประเภทได 
 

สําหรับในประเทศไทย มีการศึกษาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียนอยมากทั้งในดานการแยก
เชื้อ ความหลากหลายทางอนกุรมวิธาน ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี รวมถึงพันธุกรรมของ
แบคทีเรียกลุมนี้ โดยเฉพาะอยางยิ่ง เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ดังนั้นในการศึกษา
คร้ังนี้ไดทําการแยกและคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงจากธรรมชาติ เนื่องจาก
ประเทศไทยเปนประเทศทีอ่ยูในเขตรอน จึงคาดวาจะสามารถแยกเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียไดใน
ปริมาณมาก เพื่อนํามาคัดเลอืกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถตรึงฟอรมาลดีไฮดไดดีที่อุณหภูมิ
สูง และศึกษาเอนไซมสําคัญในวิถีการเปลีย่นแปลงเมทานอลและการตรึงฟอรมาลดีไฮด รวมทั้ง
การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่คัดเลือกไดดวย ซ่ึงผลการทดลองที่ไดจะ
เปนขอมูลเบื้องตน เพื่อเปนแนวทางในการศึกษาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมสูิงเพื่อ
นําไปใชประโยชนตอไป 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1.  แบคทีเรียท่ีใชในการทดลอง 
 
เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีแ่ยกไดจากธรรมชาติ ไดแก ดนิ เปลือกไม ใบไม และดอกไม 

เปนตน 
 
2.  การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียท่ีสามารถใชเมทานอลเพื่อการเจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส 

 
2.1 ช่ังตัวอยาง 1 กรัม ใสลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) 

(ภาคผนวก ก) ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร บรรจุใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบน
เครื่องเขยาแบบหมุน ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 

 
2.2 ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากขอ 2.1 ลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมเชื้อเชนเดยีวกับขอ 2.1 แลว 
streak เชื้อจาก Erlenmeyer flask เดิมที่บมครบ 3 วัน จากขอ 2.1 ลงบนอาหารแข็งที่มเีมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นต (เหมือนอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต แตใสวุน 15 กรัมตอลิตร) บมที่ 45 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วนั หรือจนกวาจะพบโคโลนขีองเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 

2.3 ทําซ้ําขอ 2.2 อีก 2 คร้ัง 
 

2.4 รวบรวมเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีพ่บวาเจริญไดบนอาหารแข็งทีม่ีเมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นต ที่ 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีลักษณะโคโลนีแตกตางกัน แลวเขี่ยเชื้อใหบริสุทธิ์บนอาหาร 
NA 
 

2.5 เก็บเชื้อที่รวบรวมไดไวบนอาหาร NA ที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
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3.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียซ่ึงสามารถเจริญไดในอาหารเหลวที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 
และ 60 องศาเซลเซียส) 
 

3.1 นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่รวบรวมไดจากขอ 2 มาคัดเลือกเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงที่สามารถใชเมทานอลเพื่อการเจริญไดที่ 45 50 55และ60 องศาเซลเซียส
โดยเล้ียงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เปนเวลา 3 วัน และตรวจการ
เจริญโดยการดูความขุนผานเสนดําที่มีความหนา 0.1 มิลลิเมตร รายงานผลการเจริญ ดังนี ้

 
-      หมายถึง   ไมมีการเจริญ 
+1   หมายถึง   มีการเจริญนอยมาก 
+2   หมายถึง   มีการเจริญนอย 
+3   หมายถึง   มีการเจริญด ี
+4   หมายถึง   มีการเจริญดีมาก 
 

3.2 คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่มีการเจริญดีและดีมากเพื่อศกึษาในขั้นตอไป 
 
4.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงู 

 
4.1 เพาะเชื้อเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่รวบรวมไว ลงบนอาหาร NA (ภาคผนวก ก) บมที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน เพื่อใชเปนกลาเชื้อ 
 

4.2 ถายเชื้อลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมุน ที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง แยกเซลลดวยเครื่องหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที แลวลางเซลลดวยน้าํกลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นเตรียมเซลลแขวนลอยในน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อเพื่อใชเปนกลาเชื้อ 
 

4.3 เพาะกลาเชื้อลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน
Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยปรับปริมาณเชื้อเร่ิมตนใหมคีวามขุนที่ความยาวคลื่น 610 
นาโนเมตร (OD610) เทากับ 0.1 โดยการคํานวณจากสูตร 
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N1V1 = N2V2         เมื่อ 
N1 = คาความขุนของเซลลแขวนลอยของกลาเชื้อ 
N2 = คาความขุนของเซลลแขวนลอยในอาหารสําหรับหมัก 
V1 = ปริมาตรกลาเชื้อที่ตองใช 
V2 = ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับหมัก 
 

  4.4 บมบนเครื่องเขยาแบบหมุน ที่ 37 45 50 และ55 องศาเซลเซียส ความเร็ว 170 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 วัน 

 
4.5 ตรวจการเจริญโดยวดัคา OD610 ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง 

 
4.6 นําคา OD610 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง OD610 กับเวลา จากนัน้คํานวณ

อัตราการเจริญจําเพาะ (μ) ในชวง exponential phase ของการเจริญ ซ่ึงคือ คาอัตราการเจริญจําเพาะ
สูงสุด (μmax) ของจุลินทรีย ณ สภาวะที่ศกึษา 

 
4.7 คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง จากเกณฑการพิจารณา คือ ตองมีคา

μmax ที่ 37 องศาเซลเซียสมากกวาคา μmax ที่อุณหภูมิสูงกวา (45-60 องศาเซลเซียส) 
 
 4.8 เก็บแบคทเีรียที่มีคุณสมบัติดังกลาวไวศึกษาในขั้นตอไป 
 
5.  การศึกษาสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลลของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงท่ี
คัดเลือกได 

 
ศึกษาสัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอ 4.8 โดยดู

ลักษณะการเจริญที่ปรากฏบนหรือในอาหาร NA (ภาคผนวก ก) เชน รูปรางของโคโลนี ขนาด สี 
โดยเล้ียงที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ขณะเดียวกัน ศกึษาลักษณะของเซลล เชน 
รูปราง ขนาด การติดสีแกรม (ภาคผนวก ก) และศกึษาการสรางเอนโดสปอรโดยการยอมเอนโด
สปอร (ภาคผนวก ก) 
 



 34 

6.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงูท่ีเจริญไดในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดความ
เขมขนสูง 
 
 การคัดเลือกทาํโดยการทดสอบการเจริญในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดย
ปริมาตร) และเติมฟอรมาลดีไฮดใหมีความเขมขนตาง ๆ คือ 0.01-2.5 มิลลิโมลาร  

 
6.1 เตรียมกลาเชื้อตามวิธีในขอ 4.1-4.2  
 
6.2 เพาะกลาเชื้อลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต และเติมฟอรมาลดีไฮดใหมี

ความเขมขนตาง ๆ ปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนใหมีคา OD610 เทากับ 0.1 โดยการคํานวณจากสูตรในขอ 4.3 

 
6.3 บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนความเรว็ 170 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง 
 
6.4 ตรวจการเจริญโดยวดัคา OD610 ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง 

 
6.5 คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในสภาวะที่มคีวามเขนขนสงูโดย

ใชเกณฑในการพิจารณา คือ ตองมีคา OD610 เพิ่มขึ้นจากคาเริ่มตนเปนสองเทา จึงจะถอืวาแบคทีเรีย
มีการเจริญได 
 
7.  การศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดไีฮดในอาหารเหลวที่มีเมทา
นอล 1 เปอรเซ็นต ท่ี 45 องศาเซลเซียส 

 
เตรียมกลาเชื้อของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอ 4 ตามวิธีในขอ 4.1-4.2 

แลวทําการทดลองเชนเดียวกบัขอ 4.3-4.5 แตบมเชื้อที่ 45 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทกุ ๆ 2 
ช่ัวโมง เพื่อตรวจวิเคราะหดังนี้ 

 
7.1 คา OD610 ที่เวลาตาง ๆ 
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7.2 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเซลล ตามวิธีของ Bradford (1976) 
 
7.3 กิจกรรมของเอนไซม methanol dehydrogenase (MDH) ตามวิธีของ Arfman et al. 

(1990) 
 
 7.4 ปริมาณเมแทบอไลทที่เกี่ยวของกับการใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน ไดแก เมทานอล ตามวิธีของ Murdanoto et al. (1997) และฟอรมาลดีไฮด ตามวิธีของ 
Nash (1953) 
 
8.  การตรึงฟอรมาลดีไฮดท่ี 45 องศาเซลเซียส โดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง 
 

เตรียมกลาเชื้อของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอ 4 ตามวิธีในขอ 4.1-4.2 
แลวทําการทดลองเชนเดียวกบัขอ 4.3-4.5 แตบมเชื้อที่ 45 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทกุ ๆ 2 
ช่ัวโมงมาทําการตรวจวิเคราะหดังนี ้

 
8.1 คา OD610 ที่เวลาตาง ๆ 

 
8.2 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเซลล ตามวิธีของ Bradford (1976) 
 

  8.3 กิจกรรมของเอนไซม 3-hexulose-6-phosphate synthase (HPS) ตามวิธีของ Arfman et 
al. (1992) 
  8.4 กิจกรรมของเอนไซม 6-phospho-3-hexuloisomerase (PHI) ตามวิธีของ Arfman et al. 
(1992) 
  8.5 ปริมาณฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ และภายในเซลล ตามวิธีของ Nash (1953) 
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9.  การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงูท่ีคัดเลือกได 
 

9.1 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลและโคโลนีและการทดสอบสมบัติทางชีวเคม ี
 
ใชวิธีการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลและโคโลนีรวมกับการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

บางประการ ไดแก การเจริญในสภาพไรออกซิเจน การทดสอบคะตะเลส (catalase test) การ
ทดสอบVP (Voges-Proskauer test) การทดสอบอินโดล (indole test) การทดสอบการใชซิเตรท 
(citrate utilization test) การทดสอบการยอยแปง (starch hydrolysis test) การทดสอบการรีดิวซไน
เตรท (nitrate reduction test) การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต (carbohydrate fermentation test) 
การเจริญที่สภาวะที่มีเกลือ 5 และ10 เปอรเซ็นต และการเจริญที่ 5 และ10 องศาเซลเซียส 

 
9.2 การจัดจําแนกทางพันธกุรรมโดยการหาลําดับเบสของ 16S rDNA แลวเปรียบเทยีบ

ความเหมือนกบัลําดับเบสของแบคทีเรียจากฐานขอมูล 
 
นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไปวเิคราะหหาลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA 

โดยสงตัวอยางวิเคราะหที่หนวยบริการจัดจําแนกแบคทีเรีย หนวยปฏิบตัิการ KU Vector  คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน และจดัจําแนกโดยเปรียบเทียบลําดับเบสที่
วิเคราะหไดกบัลําดับเบสจากฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn จาก www. ncbi. 
nlm. nih. gov 

 
หลักการของการหาลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA คือ การหาลําดบัเบสของ 16S 

rDNA ซ่ึงถูกเพิ่มจํานวนโดยเทคนิค PCR โดยใช primer 27F : (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCA 
G-3’) และ 1389R : (5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’) และ primer ที่ใชในการหาลําดับเบส 
คือ 520F (5’-ATTGGATCCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) แทน M ดวย A หรือ C ซ่ึงความยาว

ของลําดับเบสที่อานไดประมาณ 700 คูเบส ทําปฏิกิริยาเพื่อหาลําดับเบสโดยใช ABI PRISM® 

BigDyeTM Terminator v3.0 Cycles Sequencing Ready Reaction Kit โดยใช 2’, 3’-dideoxyribonu 
cleotide (ddNTP) 4 ชนิด (ddATP ddTTP ddGTP และ ddCTP) ติดฉลากดวยสีฟลูออเรนต 4 สีที่
ตางกันและหลังจากที่ทํา DNA ใหบริสุทธิ์ หลังจากปฏิกิริยาของการหาลําดับเบสแลว นําไปทํา
อิเลกโทรโฟรีซีสดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (DNA sequencer, ABI 377) ตรวจสอบลําดับเบส
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และแกไขใหถูกตองโดยใชโปรแกรม DNASIS V3.7 นําลําดับเบสในสวนของ variable ความยาว
ประมาณ 700 ถึง 800 เบส ไปใชเปรียบเทยีบกับลําดับเบสของ 16S rDNA จากฐานขอมูล 
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ผลเเละวิจารณ 
 

1.  การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียท่ีสามารถใชเมทานอลเพื่อการเจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส 
 
 การเเยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในการทดลองนี้ใชความสามารถในการเจริญบนอาหาร 
แข็งที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 45 องศาเซลเซียส เพื่อคัดเลือกใหไดเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง โดยสามารถแยกเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียได
จํานวน 76 ไอโซเลท จากตัวอยางที่เก็บจากธรรมชาติจํานวนทั้งสิ้น 20 ตัวอยาง ดังตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1  การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถใชเมทานอลเพือ่การเจริญไดที่ 45 องศา 
  เซลเซียส บนอาหารแข็งที่มเีมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) บมนาน 3 วัน 

 
ตัวอยาง

ที่ 
ชนิดของตัวอยาง จังหวดัที่เก็บ 

ตัวอยาง 
จํานวนไอ
โซเลทที่
แยกได 

รหัสเชื้อที่แยกได 

1 ดินบริเวณปาเต็งรัง นครราชสีมา 4 TE1, TE2, TE3, 
TE4 

2 ดินบริเวณปาสะแกราช นครราชสีมา 9 SA1, SA2, SA3, 
SA4, SA5, SA6, 
SA7, SA8, SA9 

3 ดินบริเวณปาเต็งรัง2 นครราชสีมา 3 TB1, TB2, TB3 
4 ดินบริเวณตนไม A70068 

ของปาเต็งรัง 
นครราชสีมา 9 SB1, SB2, SB3, 

SB4, SB5, SB6, 
SB7, SB8, SB9 

5 ดินบริเวณปาเต็งรัง 1 นครราชสีมา 7 TA1, TA2, TA3, 
TA4, TA5, TA6 , 
TA7 

6 ดินบริเวณวัดเขื่อนลําพระ
เพลิง 

นครราชสีมา 1 SC1 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
ชนิดของตัวอยาง จังหวดัที่เก็บ 

ตัวอยาง 
จํานวน 
ไอโซเลท
ที่แยกได 

รหัสเชื้อที่แยกได 

7 ดินบริเวณปาเต็งรัง 4 นครราชสีมา 5 TD1, TD2, TD3, 
TD4, TD5 

8 ดินบริเวณตนไม HO177 ปา
สะแกราช 

นครราชสีมา 3 SD1, SD2, SD3 

9 ดินบริเวณตนไม A40112 ปา
สะแกราช 

นครราชสีมา 10 SE1, SE2, SE3, 
SE4, SE5, SE6, 
SE7, SE8, SE9, 
SE10 

10 ดินบริเวณปาเต็งรัง 3 นครราชสีมา 2 TC1, TC2 
11 ดินนา กรุงเทพมหานคร - - 
12 ดินบริเวณ 1 เขาใหญ นครนายก 5 KA1,  KA2, KA3, 

KA4, KA5 
13 ดินบริเวณ 2 เขาใหญ นครนายก 5 KB1, KB2, KB3, 

KB4, KB5 
14 ดินบริเวณ 3 เขาใหญ นครนายก 2 KC1, KC2 
15 ดินบริเวณ

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
เชียงใหม 4 CM1, CM2, CM3, 

CM4 
16 ดอกเข็ม กรุงเทพมหานคร - - 
17 ดอกพุด นนทบุรี 7 D1, D2, D3, D4, 

D5, D6, D7 
18 ใบมะมวง กรุงเทพมหานคร - - 
19 เปลือกตนมะมวง กรุงเทพมหานคร - - 
20 เปลือกตนชมพู กรุงเทพมหานคร - - 

 
หมายเหต ุ -  หมายถึง ไมพบการเจริญของแบคทีเรีย 
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 การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจากตวัอยางที่เก็บจากธรรมชาติจํานวน 20 ตัวอยาง ดัง
แสดงในตารางที่ 1 นั้น สามารถแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดจํานวนทั้งสิ้น 76 ไอโซเลท โดย
พบวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจํานวนมากแยกไดจากตวัอยางดิน ซ่ึงแสดงใหเห็นวาดินเปนแหลง
อุดมสมบูรณที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกลุมนี้ ทั้งนี้อาจเนือ่งมาจากการที่ในดนิมีทั้งเศษ
ไม เศษหญาทีม่ีลิกนินและเพกทินอยู ซ่ึงสารอินทรียเหลานี้จะมีสารเมทิลเอสเทอรและเอสเทอร ที่
จะถูกไฮโดรไลซไดเปนเมทานอลซึ่งเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพื่อการเจริญของเมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรีย ดังนัน้จึงทําใหตรวจพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียอาศัยอยูเปนจํานวนมากใน
ตัวอยางดิน  
 
 Kato and Miyamoto (1988) แยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจากตวัอยางดิน โดยจัดจําแนก
เปน Mycobacterium gastri ซ่ึงจัดเปน facultative methylotroph ที่สามารถเจริญไดในสภาวะที่มีเม
ทานอล เอทานอล กลีเซอรอล ซัคซิเนต และกลูโคส แตไมสามารถเจริญในสภาวะทีม่ีมีเทน 
 
 Dijkhuizen et al. (1988) แยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Bacillus methanolicus จากตัวอยาง 
ดิน น้ําทิ้ง และน้ําพุรอน และพบวาเปนแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน 
และสามารถสรางเอนโดสปอรได 
 
 de Marco et al. (2004) นําตัวอยาง ดิน จากแมน้ํา ทะเลสาบ โรงงานอุตสาหกรรมที่มีการ
ปนเปอนของสารเคมี และเหมืองแร มาทาํการแยกเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียได 31 ไอโซเลท ซ่ึงเมื่อ
จัดจําแนกแลวพบวาเปนแบคทีเรียในจีนัส Arthrobacter, Mycobacterium, Rhodococcus, 
Methylobacterium, Methylophilus, Ancylobacter, Pseudomonas, Xanthobacter และ 
Hyphomicrobium 
 
 Mitsui et al. (2005) แยกไดเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Methylobacterium sp. MF1 จาก
ตัวอยางดิน เมือ่แยกเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีฟอรมาลดีไฮดเปนแหลงคารบอน  
 
 Chongcharoen et al. (2005) ศึกษาการใชฟอรมาลดีไฮดโดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
Methylobacterium สายพันธุ BIP ซ่ึงแยกไดจากน้าํทิ้งจากการผลิตฟอรมาลดีไฮดของบริษัท BIP ใน
ประเทศอังกฤษ และ Methylobacterium สายพันธุ ROS1 ซ่ึงเปนแบคทเีรียที่คัดเลือกไดใน
หองปฏิบัติการวาใชเมทานอลและฟอรมาลดีไฮดได โดยแบคทีเรียทัง้ 2 สายพันธุเจรญิไดในอาหาร 
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nitrate mineral salt และอาหาร ammonium mineral salts ในสภาวะที่มฟีอรมาลดีไฮดเขมขนสูง 58
มิลลิโมลาร ที่ 30 องศาเซลเซียส 
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 1 พบวาอาจแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดจากตวัอยาง
ธรรมชาติชนิดอื่นนอกจากดิน เชน ดอกไม แตพบเปนจาํนวนนอย สวนใบไมและเปลือกไมที่นํามา
แยกนั้น ไมพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย ซ่ึงอาจเปนเพราะใบไมและเปลือกไมมีเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียจํานวนนอยกวาในตัวอยางดิน และการเก็บตวัอยางธรรมชาติเพื่อการศึกษาครั้งนี้ทํา
ในชวงถดหูนาวซึ่งมีอุณหภมูิต่ํา เมื่อนําตัวอยางมาแยกเชือ้ที่ 45 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมิสูง จึง
ไมพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ตองการ มีรายงานการแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจากใบไม 
เชน Methylobacterium extorquens ซ่ึงเปนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียชนดิแรกที่ไดมีการคนพบ 
(Bratina and Richard, 1992) เปนแบคทเีรียที่มีโคโลนีสีชมพู สามารถเจริญในเมทานอล เมทิลเอมีน 
และสารประกอบคารบอนอื่น ๆ นอกจากนี้ยังมีรายงานการคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียที่แยก
ไดจากบริเวณผิวใบไม คือ M. mesophylicum เปนแบคทีเรียที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน และ
จัดเปน Pink-Pigmented Facultative Methylotroph (PPFM) ที่มีความสัมพันธกับพืช โดยสามารถ
ผลิต cytokinin ซ่ึงเปนฮอรโมนพืชได (Lidstrom and Chistoserdova, 2002) 
 
 การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใชเมทานอลเพื่อการเจริญไดที ่45 องศาเซลเซียส บน
อาหารแข็งที่มเีมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เปนเพียงการยนืยันเบื้องตนเทานั้นวา
แบคทเีรียที่รวบรวมไดสามารถเจริญโดยใชเมทานอลไดจริง ซ่ึงการศึกษาเมแทบอลิซึมของการใช
เมทานอลและการตรึงฟอรมาลดีไฮดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียนัน้ จําเปนตองทําในอาหารเลีย้ง
เชื้อชนิดเหลว ดังนั้นจึงตองคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดในอาหารเหลวที่มีเมทา 
นอลตอไป 
 
2.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียซ่ึงสามารถเจริญไดในอาหารเหลวที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 
และ 60 องศาเซลเซียส) 
 
 นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 76 ไอโซเลท ที่แยกไดจากขอ 1 มาทดสอบความสามารถใน
การเจริญเมื่อเล้ียงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่อุณหภูมิสูง (45 50 
55 และ 60 องศาเซลเซียส) โดยเลี้ยงใน Erlenmeyer flaskและใหอากาศโดยการเขยา เก็บตัวอยางเมื่อ
เล้ียงแบคทีเรียเปนเวลา 3 วัน ไดผลดังตารางที่ 2  
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ตารางที่ 2  การเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 และ 60 องศาเซลเซียส) 
     ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร  
      ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุที่ความเรว็ 170  
      รอบตอนาที เปนเวลา 3 วนั 
 

อุณหภูมิ ( °C ) 
รหัสเชื้อ 

45 50 55 60 
TE1 +4 +2 - - 
TE2 +4 +3 +2 - 
TE3 +1 - - - 
TE4 - - - - 
SA1 -  - - - 
SA2 +1 - - - 
SA3 - - - - 
SA4 +2 - - - 
SA5 +1 - - - 
SA6 - - - - 
SA7 +2 - - - 
SA8 - - - - 
SA9 - - - - 
TB1 +4 - - - 
TB2 +3 - - - 
TB3 +4 - - - 
SB1 - - - - 
SB2 +4 - - - 
SB3 - - - - 
SB4 +4 - - - 
SB5 +1 - - - 
SB6 +4 - - - 
SB7 +1 - - - 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

อุณหภูมิ ( °C ) 
รหัสเชื้อ 

45 50 55 60 
SB8 - - - - 
SB9 +1 - - - 
TA1 - - - - 
TA2 - - - - 
TA3 +1 - - - 
TA4 +3 +1 - - 
TA5 +1 - - - 
TA6 +1 - - - 
TA7 +1 - - - 
SC1 +1 - - - 
TD1 - - - - 
TD2 +3 +2 - - 
TD3 +2 - - - 
TD4 - - - - 
TD5 +1 - - - 
SD1 +4 - - - 
SD2 +4 +2 - - 
SD3 +2 - - - 
SE1 - - - - 
SE2 - - - - 
SE3 - - - - 
SE4 +2 - - - 
SE5 - - - - 
SE6 - - - - 
SE7 +1 - - - 
SE8 - - - - 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

อุณหภูมิ ( °C ) 
รหัสเชื้อ 

45 50 55 60 
SE9 +2 - - - 
SE10 - - - - 
TC1 +2 - - - 
TC2 +1 - - - 
D1 - - - - 
D2 +3 - - - 
D3 - - - - 
D4 +4 - - - 
D5 +3 +3 +1 - 
D6 +4 - - - 
D7 +3 - - - 

KC1 - - - - 
TD2 +3 +2 - - 
KA5 +3 - - - 
KB1 +2 - - - 
KB2 +2 - - - 
KB3 - - - - 
KB4 - - - - 
KB5 +3 +1 - - 
CM1 +4 - - - 
CM2 - - - - 
CM3 +4 - - - 
CM4 +4 - - - 
KC2 +2 - - - 
KA1 +4 - - - 
KA2 +3 - - - 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

อุณหภูมิ ( °C ) 
รหัสเชื้อ 

45 50 55 60 
KA3 +2 - - - 

 
หมายเหต ุ ตรวจการเจริญโดยพิจารณาความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรียเจรญิผานเสนดําที่ 
      มีความหนา 0.1 มิลลิเมตร รายงานผลดังนี้ 

 -     หมายถึง   ไมมีการเจริญ 
+1   หมายถึง   มีการเจริญนอยมาก 
+2   หมายถึง   มีการเจริญนอย 
+3   หมายถึง   มีการเจริญด ี
+4   หมายถึง   มีการเจริญดีมาก 

 
  เมื่อนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดบนอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 45 องศาเซลเซียส จํานวน 76 ไอโซเลท มาทดสอบการเจริญในอาหาร
เหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 และ 60 องศาเซลเซียส) 
พบวามีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดดีถึงดีมากที ่45 องศาเซลเซียส จํานวน 24 ไอโซเลท คือ 
TE1, TE2, TB1, TB2, TB3, SB2, SB4, SB6, TA4, TD2, SD1, SD2, D2, D4, D5, D6, KA1, KA2, 
KA5, KB5, CM1, CM3, CM4 และ D7 
 
  สําหรับการเจริญที่ 50 องศาเซลเซียสนั้น พบวามีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท คือ 
TE2 และ D5 ที่เจริญไดดี และมี 3 ไอโซเลท คอื TE1, TD2 และ SD2 ที่เจริญไดนอย และมี 2 ไอ
โซเลท คือ TA4 และ KB5 ที่เจริญไดนอยมาก สวนการเจริญที่ 55 องศาเซลเซียส พบวามีเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดนอย 1 ไอโซเลท คือ TE2 และอีก 1 ไอโซเลท คือ D5 ที่เจริญไดนอย
มาก สวนที ่60 องศาเซลเซียสนั้น ตรวจไมพบการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่นํามาศึกษา
เลย 
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เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองจากตารางที ่1 และ 2 พบวามีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียเจริญ
ไดบนอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) จํานวนมากกวาไอโซเลทที่เจริญได
ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่เปนเชนนีอ้าจเนื่องมาจากปริมาณ
ออกซิเจนที่จํากัดการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียบางไอโซเลทเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว โดย
ออกซิเจนมีความจําเปนสําหรับการสรางพลังงานในขั้นตอนของ electron transport system ซ่ึง
ออกซิเจนทําหนาที่เปนตวัรับอิเล็คตรอนตัวสุดทาย พลังงานที่ไดนีแ้บคทีเรียก็จะนําไปใชสําหรับ
การเพิ่มจํานวน การเคลื่อนที่ การสรางเอนโดสปอร การขนสงอาหารและกระบวนการสังเคราะห
สารประกอบตาง ๆ ที่จําเปนสําหรับการดํารงชีวิต ซ่ึงเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียมีความตองการ
ออกซิเจนในการเจริญที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย เชนกรณีของ Bacillus 
methanolicus ซ่ึงเปนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใชในการผลิตไลซีน เมื่อเพาะเลี้ยงในถังหมักที่มี

อัตราการใหอากาศ 0.5 vol/vol ⋅ min (ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารในถังหมกัตอนาที) อัตรา
การกวน 900 รอบตอนาทีนัน้ ตองควบคุมใหมีปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารเหลวอยางนอย 
30 เปอรเซ็นต และการเลี้ยงเชื้อในขั้นตอนของการเตรียมกลาเชื้อยังตองใชฟลาสกที่มีลักษณะพิเศษ 
คือ baffled flask ซ่ึงทําใหมกีารผสมของอากาศในอาหารเหลวไดดี เมื่อเขยาที่ความเรว็รอบ 300 
รอบตอนาที ซ่ึงสภาวะตาง ๆ เหลานี้ชวยเพิม่ปริมาณออกซิเจนในระบบ ( Lee et al., 1996) สวนใน
การศึกษาครั้งนี้เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในอาหารเหลวที่อุณหภูมิสูง 
ไดทําการเลี้ยงเชื้อใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาแบบหมุนและใช
ความเร็วรอบของการเขยาเพียง 170 รอบตอนาที ซ่ึงเปนสภาวะทั่วไปที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ จึงอาจ
สงผลใหเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียบางไอโซเลทที่ตองการออกซิเจนในปริมาณมาก ๆ ไดรับ
ออกซิเจนไมเพียงพอตอการเจริญได 
 
 นอกจากนี้เมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียจํานวน 27 ไอโซเลท ที่ไมสามารถเจริญไดในอาหาร
เหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต อาจเปนกลุมแบคทเีรียที่ถูกยับยั้งการเจริญไดโดยเมทานอลความ
เขมขน 0.5 เปอรเซ็นต สวนการพบวาแบคทีเรียกลุมนี้เคยเจริญไดในอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นตนั้น (ตารางที่ 1) อาจเนื่องจากในขั้นตอนการเตรียมอาหารแขง็นั้น จะเติมเมทานอลกอน
เทอาหารซึ่งอุณหภูมิขณะนัน้ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เมทานอลจึงอาจระเหยไปบาง ทําให
ความเขมขนของเมทานอลต่ํากวา 0.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงไมมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเหลานี้ 
ตัวอยางแบคทเีรียที่อาจถูกยบัยั้งการเจรญิไดดวยเมทานอลความเขมขนต่ํา ๆ เชน Bacillus sp. สาย
พันธุ C1 ตองการเมทานอลที่เหมาะสมตอการเจริญเพียง 0.2 เปอรเซ็นตเทานั้น ซ่ึงหากความเขมขน
ของเมทานอลสูงกวานี ้เมทานอลอาจยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนดินี้ได (Hektor et al., 2000)  
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 จากเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 49 ไอโซเลทที่สามารถใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและ
แหลงพลังงานเพื่อการเจริญในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) พบวามเีพียง 
24 ไอโซเลทที่มีการเจริญดีถึงดีมาก ซ่ึงอาจเปนเพราะความเขมขนของเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต ไม
มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ ทําใหเมทานอลถูกนําไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดด ี
สวนแบคทีเรียอีก 25 ไอโซเลทที่มีการเจริญไดนอยถึงนอยมากนัน้ อาจถูกยบัยัง้การเจริญโดยเมทา
นอล 0.5 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองในขั้นตอนนี้จึงคดัเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถ
เจริญไดดีถึงดมีาก (มีการเจริญในระดับ +3 และ +4) ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต ที่ 
45 องศาเซลเซียส ไวทั้งสิ้น 24 ไอโซเลท ซ่ึงคิดเปน 32 เปอรเซ็นต ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่พบวาเจริญไดบนอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต และบางไอโซเลทที่คัดเลือกไว
นี้ยังมีความสามารถในการเจริญไดที่ 55 องศาเซลเซียสดวย 
 
  การตรวจการเจริญของแบคทีเรียโดยพจิารณาความขุนผานเสนดําที่มีความหนา 0.1 
มิลลิเมตรนั้น ใชเพื่อการคัดเลือกเบื้องตนกรณีที่มีแบคทีเรียที่ศึกษาจํานวนมาก จากนัน้จึงนําเมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลอืกไดในขั้นตนนี้ไปศึกษาการเจริญในอาหารเหลว โดยวิธีการวัดคา
ความขุนของเซลลแขวนลอย เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงตอไป 
 
3.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงู 
 
  การทดลองนี้เปนการศึกษารปูแบบการเจรญิ และการคํานวณคาอัตราการเจริญจําเพาะ
สูงสุด (μmax) เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถทนอุณหภูมิสูง จากเกณฑการ
พิจารณา คือ ตองมีคา μmax ที่ 37 องศาเซลเซียสมากกวาคา μmax ที่อุณหภูมิสูงกวา (45-60 องศา
เซลเซียส) อาหารเหลวทีใ่ชในการทดลองนี้จะเติมเมทานอลใหมีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (โดย
ปริมาตร) ซ่ึงไดทดสอบอยางคราว ๆ แลววาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไวเจริญไดมากขึ้น 
และทําใหพิจารณารูปแบบการเจริญไดชัดเจนกวาเมื่อเล้ียงในอาหารเหลวที่เติมเมทานอลเพียง 0.5 
เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ดงัที่ใชในการทดลองขอ 1 และ 2  

 
  เมื่อนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 24 ไอโซเลทที่คัดเลือกแลวจากขอ 2 วาสามารถเจริญ
ไดในอาหารเหลว 0.5% methanol ที่ 45 50 และ 55 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีเมทา 
นอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 45 50 และ 55 องศาเซลเซียส บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุที่
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ความเร็ว 170 รอบตอนาที แลวติดตามคาการเจริญทุก ๆ 2 ช่ัวโมง โดยการวัดคา OD 610 เพื่อคํานวณ
คา μmax (ภาคผนวก ค) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3  คาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหาร 
      เหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer  
      flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที ที่ 37  
      45 50 และ 55 องศาเซลเซียส 
 

μmax ที่อุณหภมูิตาง ๆ (ตอช่ัวโมง)  รหัสเชื้อ 
37 ๐C 45 ๐C 50 ๐C 55 ๐C 

CM1 0.521 0.472 - - 
CM3 0.404 0.370 - - 
CM4 0.302 0.282 - - 
D2 0.168 0.046 - - 
D4 0.385 0.320 - - 
D5 0.432 0.295 - - 
D6 0.130 0.281 - - 
D7 0.340 0.136 - - 

KA1 0.461 0.204 - - 
KA2 0.188 0.400 - - 
KA5 0.424 0.192 - - 
KB5 0.398 0.373 - - 
SB2 0.270 0.262 - - 
SB4 0.352 0.134 - - 
SB6 0.440 0.346 0.179 - 
SD1 0.345 0.330 0.276 - 
SD2 0.175 0.232 0.250 0.374 
TA4 0.284 0.108 - - 
TB1 0.345 0.316 - - 
TB2 0.407 0.369 0.202 - 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

μmax ที่อุณหภมูิตาง ๆ (ตอช่ัวโมง)  รหัสเชื้อ 
37 ๐C 45 ๐C 50 ๐C 55 ๐C 

TB3 0.444 0.167 - - 
TD2 0.515 0.240 0.193 - 
TE1 0.321 0.210 0.112 - 
TE2 0.292 0.284 - - 

 
หมายเหต ุ - หมายถึง ไมพบการเจริญ 
 
  จากการศึกษาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 24 ไอ
โซเลท ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง พบวามีแบคทีเรีย 19 ไอโซเลท ที่มีคา μmax ที่ 37 องศาเซลเซียส มากกวา
คา μmax ที่ 45 และ 50 องศาเซลเซียส คือ CM1  CM3  CM4  D2  D4  D5  D7  KA1  KA5  KB5  
SB4  SB6  SD1  TA4  TB1  TB2  TB3  TD2 และ TE1 จึงจัดเปนเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียทน
อุณหภูมิสูง โดยในจํานวนนี้มี 5 ไอโซเลท คือ SB6  SD1  TB2  TD2 และ TE1 เจริญไดที่ 50 องศา
เซลเซียสดวย มีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท คือ SB2 และ TE2 ที่มีคา μmax ที่ทั้งสองอุณหภมูิ 
ใกลเคียงกัน และมีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท คือ D6  KA2 และ SD2 ที่มีคา μmax ที่ 45 องศาเซลเซียส 
สูงกวาที ่37 องศาเซลเซียส ดังนั้นจึงจัดเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทนี้เปนแบคทีเรีย
ชอบอุณหภูมสูิง โดย SD2 สามารถเจริญไดที่อุณหภูมสูิงถึง 55 องศาเซลเซียส 
 
 ในการคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงนี้ ทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย
ในชวงอณุหภมูิ 45-60 องศาเซลเซียส เนื่องจากแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิง หมายถึง แบคทีเรียที่
สามารถเจริญไดดีในชวงอณุหภูมิมีโซไฟล คือ 20-43 องศาเซลเซียส และสามารถเจริญไดในชวง
อุณหภูมิที่เปนเทอรโมไฟล คือ 45-65 องศาเซลเซียส (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544) 
 
 Arfman et. al. (1992) แยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงไดที ่35-60 องศา
เซลเซียส ซ่ึงเปนแบคทีเรียสายพันธุใหมที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและเจริญไดที่ 55 องศา
เซลเซียส สรางเอนโดสปอรได ตอมาจัดจําแนกและตั้งชือ่เปน Bacillus methanolicus และมีรายงาน



 50 

การคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงอีกสายพันธุหนึ่ง คอื B. brevis S1 ซ่ึงเจริญไดที่ 
45 องศาเซลเซียส (Yurimoto et al., 2002)  
 
  เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงสวนใหญจะเปนแบคทีเรียในจนีัส Bacillus โดย
แบคทีเรียในกลุมนี้ตางจากเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในกลุมอื่น คือ สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง 
(Arfman et al., 1992) และยังไดรับความสนใจที่จะนําแบคทีเรียในกลุมนี้ไปผลิตสารที่มีประโยชน
ในทางอุตสาหกรรมเพราะ แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง สามารถชวยลดตนทุนของระบบหลอเย็นใน
การผลิตในระดับอุตสาหกรรมไดถึง 18-40 เปอรเซ็นต เชน การผลิตไลซีน เปนตน (Lee et al., 
1996) สวนเมทิลโลโทรฟกในกลุมอื่นที่มกีารศึกษากันคอนขางมาก ทัง้ในแงของเมแทบอลิซึมและ
การปรับแตงพนัธุกรรม ไดแก Methylobacterium extorquens AM1 เจริญไดที่อุณหภมูิชวง 28-37 
องศาเซลเซียส แตพบวาไมเจริญที่อุณหภมูสูิงกวา 37 องศาเซลเซียส (Marx et al., 2003)  
 
  การแยกและคดัเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงจากแหลงธรรมชาติใน
ประเทศไทยเปนที่นาสนใจ เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศในเขตรอน อากาศของประเทศไทยมี
อุณหภูมิเฉลี่ยสูงตลอดป จึงมีความเปนไปไดมากที่จะแยกไดเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูิ
สูง  
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4.  การศึกษาสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลลของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงท่ี
คัดเลือกได 
 

นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงทั้ง 19 ไอโซเลท ที่คัดเลือกได มาศึกษาสัณฐาน
วิทยาของโคโลนีและเซลล โดยพิจารณา รูปราง ขนาด การติดสีแกรม และตําแหนงของเอนโด
สปอรภายในเซลล ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 8-26 
 
     
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
    และการติดสแีกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
    แบคทีเรียรหสั CM1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 ภาพที่ 8 แสดงสัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM1 ซ่ึงโคโลนีรูปรางสูง
โคงคลายกระจกนูน (convex) สีครีม ขอบเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (terminal) 

(ก) (ข) (ค) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 9  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
    และการติดสแีกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
    แบคทีเรียรหสั CM3 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM3 จากภาพที่ 9 พบวา
รูปรางสูงโคงคลายกระจกนนู (convex) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามยื่นออกไปรอบ ๆ (erose) 
เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 2 ไมโครเมตร ติดสีแกรมแปรผัน (variable) พบเอน
โดสปอรกลางเซลล (central)  

 
     
    

 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั CM4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM4 รูปรางสูงโคงตรงกลางนูนเปนชัน้ที่สอง 
(umbonate) สีครีม ขอบเปนร้ิว (undulate) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 3 
ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 10) 

(ก) (ข) (ค) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 11  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D2 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหสั D2 มีโคโลนีรูปรางสูงโคงคลายกระจกนูน (convex) สี
เหลือง ขอบโคโลนีลักษณะคลายหนามยืน่ออกไปรอบ ๆ (erose) เซลลรูปกลม (coccus) 
เสนผาศูนยกลางสั้นกวา 0.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 11) 
 
     
    
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D4 พบวารูปรางสูงโคงคลาย
กระจกนูน (convex) สีเหลือง ขอบโคโลนีลักษณะคลายหนามยืน่ออกไปรอบโคโลนี (erose) ตวั
เซลลรูปกลม (coccus) เสนผาศูนยกลางสั้นกวา 0.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบการสราง
เอนโดสปอร (ภาพที่ 12) 

(ก) (ข) (ค) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 13  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D5 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D5 รูปรางสูงโคงคลายกระจกนูน (convex) สี
แดงอมชมพู ขอบเรียบ (entire) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 1 ไมโครเมตร ติด
สีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 13)  
 
     
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D7 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหสั D7 พบวา โคโลนีแบนราบ 
(flat) สีครีม ขอบโคโลนีเปนเสนยื่นออกไปโดยรอบ (filamentous) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.7 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 14) 
 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 15  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก)  
     รูปราง ขนาด และการตดิสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของ 
     เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA1 จากภาพที่ 15 รูปรางสูงโคงคลาย
กระจกนูน (convex) สีครีม ขอบโคโลนีมีลักษณะเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 2 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ พบเอนโดสปอรกลางเซลล (central) 
 
 
    
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั KA5 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA5 ลักษณะแบนราบ (flat) สีครีม ขอบโคโลนี
เปนร้ิว (undulate) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 4 ไมโครเมตร ตดิสีแกรมแปร
ผัน (variable) พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (terminal) ดังแสดงในภาพที่ 16 
 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 17  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั KB5 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KB5 จากภาพที่ 17 พบวาโคโลนีสูงโคง
คลายกระจกนนู (convex) สีครีม ขอบโคโลนีเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (terminal) 
 
 
    
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั SB4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 ภาพที่ 18 แสดงโคโลนีสีครีมของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 รูปรางโคโลนีไม
แนนอน (irregular) ขอบคลายหนามแหลมยื่นออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 4 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (terminal)  
 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 19  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด 

และการติดสแีกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียรหัส SB6 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 

 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB6 รูปรางแบนราบ (flat) สีครีมออกเหลือง 
ขอบโคโลนีเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสี
แกรมลบ พบเอนโดสปอรตรงปลายเซลล (terminal) ดังแสดงในภาพที่ 19 
 
          
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั SD1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SD1 แสดงดังภาพที่ 20 พบวาโคโลนีสี
ครีมออกเหลือง รูปรางแบนราบ (flat) ขอบโคโลนีเปนเสนแผกระจายออก (filamentous) เซลลรูป
ทอน (rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรตรงกลาง
คอนมาทางปลายเซลล (subterminal) 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 21  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TA4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TA4 พบวา รูปรางไมแนนอน 
(irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยืน่ออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.4 
ไมโครเมตร ยาว 2.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 21) 
 
    
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 22  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TB1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB1 (ภาพที่ 22) รูปรางสูงโคงตรงกลางนูนเปน
ช้ันที่สอง (umbonate) สีครีม ขอบแตกออกคลายรากไม (rhizoid) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 2.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรตรงกลางเซลล (central)  
 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 



 59 

    
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 23  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TB2 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB2 จากภาพที่ 23 พบวา
โคโลนีรูปรางไมแนนอน (irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยื่นออกไป (erose) เซลล
รูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 2 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรที่ปลาย
เซลล (terminal)  
 
    

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 24  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TB3 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB3 พบวารูปรางไมแนนอน 
(irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยืน่ออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 24) 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 25  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TD2 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TD2 แสดงในภาพที่ 25 พบวารูปรางไมแนนอน 
(irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยืน่ออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.6 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรตรงกลางคอนมาทางปลายเซลล 
(subterminal)   
 
    

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 26  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TE1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE1 ดังภาพที่ 26 พบวาโคโลนีรูปราง
แบนราบ (flat) สีครีมออกเหลือง ขอบโคโลนีเปนเสนแผกระจายออก (filamentous) เซลลรูปทอน 
(rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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 จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลพบวา เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงทั้ง 
19 ไอโซเลท ติดสีแกรมบวกจํานวน 12 ไอโซเลท คือ CM1, D2, D4, D5, D7, SB4, SD1, TA4, 
TB1, TB3, TD2 และ TE1 คิดเปน 63 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้งหมด ติดสีแกรม
แปรผันจํานวน 2 ไอโซเลท ไดแก CM3 และ KA5 คิดเปน 11 เปอรเซ็นตและตดิสีแกรมลบจํานวน 
5 ไอโซเลท ไดแก CM4,KA1, KB5, SB6 และ TB2 คิดเปน 26 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟก
แบคทเีรียทั้งหมด จะเห็นไดวาสวนใหญแลวเมทิลโลโทรฟกที่คัดเลือกไดเปนแบคทีเรียแกรมบวก 
เซลลรูปทอน ขนาดประมาณ 0.3-0.5 x 2-4 ไมโครเมตร พบไอโซเลทที่สรางเอนโดสปอรได คิด
เปน 63 เปอรเซ็นตและไมสรางเอนโดสปอร คิดเปน 37 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
ทั้งหมด และในกลุมแบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอรได พบเปนแบคทีเรียแกรมบวก 7 ไอโซเลท  
แกรมแปรผัน 2 ไอโซเลท และแกรมลบจํานวน 4 ไอโซเลท เปนที่นาสังเกตวามแีบคทีเรียติดส ี
แกรมลบและสามารถสรางเอนโดสปอรได ซ่ึงสวนใหญแลวแบคทีเรียที่สามารถสรางเอนโดสปอร
ไดมักเปนแบคทีเรียที่ติดสีแกรมบวก ตําแหนงของเอนโดสปอรภายในเซลลแบคทีเรียที่ศึกษาพบได
หลายตําแหนงเชน ตรงกลาง ปลาย หรือตรงกลางคอนมาทางปลายเซลล เปนตน  
 

การศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาเปนการศึกษาขั้นตอนแรกในการจดัจําแนกแบคทีเรีย 
โดยการศึกษาลักษณะของโคโลนี เซลล ตําแหนงเอนโดสปอร จากการยอมสีแบบแกรมสามารถ
แบงแบคทีเรียออกเปน 2 กลุม ไดแก แบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบ ซ่ึงเมทิลโลโทรฟก 
แบคทีเรียที่คนพบครั้งแรก เปนแบคทีเรียติดสีแกรมบวกคือ Bacillus methylicus (Murrell and 
McDonald, 2000) ซ่ึงภายหลังจัดจําแนกเปน Methylobacterium extorquens หลังจากนั้นมีรายงาน
การคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียหลายชนิดทั้งที่เปนแบคทีเรียแกรมบวก อาทิเชน 
Mycobacterium, Bacillus, Arthrobacter และ Nocardia และเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียแกรมลบ 
อาทิเชน Methylobacillus (Bratina and Richard, 1992), Methylobacterium, Hyphomicrobium , 
Acetobacter, Paracoccus, Xanthobacter, Microcyclus , Thiobacillus และ Rhodopseudomonas 
(Anthony, 1982)  
 
 การศึกษาในขัน้ตอนตอไปเปนการนําเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงทั้ง 19  
ไอโซเลท ไปศึกษาเพื่อคดัเลือกแบคทีเรียที่เจริญไดในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮด 
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5.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงูท่ีเจริญไดในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดความ
เขมขนสูง 
 
 การทดลองสวนนี้เปนการศึกษาความสามารถของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงที่
อุณหภูมิสูงและมีฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยนาํเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีค่ัดเลือกได
จากขอ 3 มาเลี้ยงในสภาวะทีม่ีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ เพื่อหาคาความเขมขนต่ําสุดของ
ฟอรมาลดีไฮดที่ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียที่ทดสอบ (Minimal Inhibitory Concentration, MIC) 
โดยเล้ียงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) และเติมฟอรมาลดีไฮดใหมีความ
เขมขนสุดทายอยูในชวง 0.01-2.5 มิลลิโมลาร บมที่ 45 และ 50 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาแบบ
หมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที เปนเวลา24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4 และตารางผนวกที่ ง25) 
 
ตารางที่ 4  คา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง 
      19 ไอโซเลท เมื่อเล้ียงในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่เติม 
      ฟอรมาลดีไฮดใหมีความเขมขนสุดทายในชวง 0.01-2.5 มิลลิโมลาร บม ที่ 45 และ 50  
      องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาแบบหมนุที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

คา MIC ของฟอรมาลดีไฮด (มิลลิโมลาร) รหัสเชื้อ 
45 ๐C 50 ๐C 

SB4 2.5 ND 
TE1 2.4 0.5 
TB2 1.9 0.1 
KA1 1.2 0.1 
SB6 1.2 0.1 
CM1 1.0 ND 
TB1 1.0 ND 
D7 1.0 ND 

CM4 0.9 ND 
SD1 0.8 1.0 
KB5 0.7 0.01 
D5 0.7 ND 
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ตารางที่ 4 (ตอ) 
 

คา MIC ของฟอรมาลดีไฮด (มิลลิโมลาร) รหัสเชื้อ 
45 ๐C 50 ๐C 

TD2 0.6 0.08 
D4 0.6 ND 

KA5 0.6 ND 
CM3 0.5 ND 
TA4 0.3 ND 
D2 0.02 ND 

TB3 0.01 ND 
 
หมายเหต ุ ND หมายถึง ไมไดทําการทดลอง 
 
 จากตารางที่ 4 พบวา คา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
จํานวน 7 ไอโซเลทที่เจริญไดที่ 50 องศาเซลเซียสนั้น มีคาตั้งแต 0.01 มลิลิโมลาร ถึง 1.0 มิลลิโม
ลาร ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับการเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียสวนใหญมคีา MIC ของ
ฟอรมาลดีไฮดสูงกวา 0.1 มิลลิโมลารแทบทั้งสิ้น (ยกเวน 2 ไอโซเลท คือ แบคทีเรียรหัส D2 และ 
TB3 ที่ไมสามารถเจริญไดที่ 50 องศาเซลเซียส) 
 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียเมื่อมีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ 
ที่ 45 องศาเซลเซียสแลว อาจแบงเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงที่ทดสอบ ออกไดเปน 2 
กลุม คือ กลุมที่ 1 มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดต่ํากวา 1.9 มิลลิโมลาร มีจํานวน 16 ไอโซเลท  กลุม
ที่ 2 มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียส สูงกวาหรือเทากบั 1.9 มิลลิโมลาร มีจํานวน 
3 ไอโซเลท คือ SB4  TE1 และ TB2 โดยพบวาแบคทีเรียรหัส TE1 และ TB2 เจริญไดในสภาวะทีม่ี
ฟอรมาลดีไฮดที่ 50 องศาเซลเซียส ดวย โดยมีคา MIC ที่ 50 องศาเซลเซียส เทากับ 0.5 และ 0.1 
มิลลิโมลาร ตามลําดับ สวนไอโซเลท SB4 นั้น ถึงแมวาจะไมสามารถเจริญไดที่ 50 องศาเซลเซียส 
แตก็พบวามีคา MIC ที่ 45 องศาเซลเซียส สูงที่สุด คือ 2.5 มิลลิโมลาร แสดงวาไอโซเลท SB4 
สามารถทนตอฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียสไดดีที่สุด เมื่อเทียบกับแบคทีเรียที่ทดสอบทั้งหมด 
จึงไดคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหสั SB4 TE1 และ TB2 ไวเพือ่ศึกษารูปแบบการเจริญ การ
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ใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดีไฮดในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 
45 องศาเซลเซียสตอไป 
 
 Marx et al. (2003) พบวาคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของแบคทีเรีย  
Methylobacterium extorquens AM1 มีคาเทากับ 1 มิลลิโมลาร เมื่อเล้ียงในอาหาร minimal salt ที่
เติม succinate ที่ 30 องศาเซลเซียส  
 
6.  การศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดไีฮดในอาหารเหลวที่มีเมทา 
นอล 1 เปอรเซ็นต ท่ี 45 องศาเซลเซียส 
 
 การศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดีไฮด ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เพื่อศึกษาเมทานอลออกซิเดชันของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย โดยเล้ียงเชื้อในอาหารเหลวที่มีเมทา
นอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปรมิาตร) เติมฟอรมาลดีไฮดใหมีความเขมขนสุดทายตามคา MIC ของ
ฟอรมาลดีไฮดที่ไดจากขอ 5 บมที่ 45 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัว อยาง ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง เพื่อตรวจการเจริญ ปริมาณเมทานอล 
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม methanol dehydrogenase 
ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 27 
 
 
 
 
 
 
 


