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คํานํา 
 

  เมทานอลเปนสารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งอะตอมที่จลิุนทรียในกลุมเมทิลโลโทรฟ
สามารถใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได เนือ่งจากเมทานอลเปนสารประกอบที่มีราคา
ถูก มีปริมาณมาก สามารถทําใหบริสุทธิ์ไดงาย ละลายไดดีในน้าํสะอาด เมทานอลจึงเปนวัตถุดิบที่
เหมาะสมสําหรับการเพาะเลีย้งเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียเพื่อนําไปใชประโยชนทีห่ลากหลาย เชน 
การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว การผลิตวิตามินและกรดอะมิโนบางชนิด เมแทบอลิซึมของเมทานอลใน
เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียมฟีอรมาลดีไฮดเปนสารมัธยันตรที่สําคัญ ซ่ึงฟอรมาลดีไฮดจะถูกสลาย
ตอไปเพื่อการสรางพลังงานหรือถูกตรึงเพือ่นําไปสรางองคประกอบของเซลลแบคทีเรียก็ได การ
คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่มีความสามารถสูงในการตรึงฟอรมาลดีไฮด เปนทางเลือกหนึง่
ของการกําจัดหรือลดพิษของฟอรมาลดีไฮดในสิ่งแวดลอม เนื่องจากน้าํทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม
เคมีหลายชนดิที่ใชฟอรมาลดีไฮดเปนตัวทาํละลายและเปนวัตถุดิบในการผลิตโพลีเมอร อาจ
กอใหเกิดการปนเปอนฟอรมาลดีไฮดในสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิด เนื่องจาก
ฟอรมาลดีไฮดเปนสารที่มีความเปนพิษสูง เกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะเจาะจงตอโปรตีนและกรด
นิวคลีอิกของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และมีผลทีชั่ดเจนตอมนษุย คือ ทําใหตาบอดชั่วคราวหรือถาไดรับ
ในปริมาณมากก็อาจทําใหตาบอดอยางถาวรได 
 
 ประเทศไทยตัง้อยูในเขตภูมอิากาศรอน มอุีณหภูมิเฉลี่ยคอนขางสูงตลอดทั้งป จึงมีความ 
เปนไปไดมากที่จะแยกเชื้อและคัดเลือกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงมีลักษณะเดนที่สามารถคง
กิจกรรมของเซลลไวได แมอุณหภูมิการเพาะเลี้ยงจะสูงขึ้นกวาอณุหภมูิระดับปกติทีแ่บคทีเรียเจรญิ
ไดดี ซ่ึงลักษณะเชนนีจ้ะสงผลดีตอการผลิตเซลลจํานวนมากในระดับอุตสาหกรรม เนือ่งจากไม
จําเปนตองใชระบบหลอเยน็ที่มีประสิทธิภาพสูงนกั จึงชวยลดตนทุนการผลิตได นอกจากนี้ยัง
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สงผลดีตอการนําแบคทีเรียไปประยุกตใชดวย เชน การปลอยใหแบคทีเรียเพิ่มจํานวนและคง
ความสามารถสูงของเซลลไวได แมจะอยูในสิ่งแวดลอมที่มีอุณหภูมิคอนขางสูงก็ตาม 
   

ดังนั้นการคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงที่สามารถตรึงฟอรมาลดีไฮดได
ดีดวย จะนําไปสูการประยุกตใชแบคทีเรียในการกําจัดหรือลดความเปนพิษของฟอรมาลดีไฮดที่
อาจพบปนเปอนในแหลงธรรมชาติ หรือในน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมไดในอนาคต 
 

วัตถุประสงค 
 

1.  แยกและคดัเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถใชเมทานอล เพื่อการเจริญไดดีที ่
อุณหภูมิสูง 

2.  ศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมสูิง 

3.  คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงที่มีกิจกรรมการตรึงฟอรมาลดีไฮดได
ดี 

4.  จัดจําแนกเพื่อระบุช่ือเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกได 
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การตรวจเอกสาร 
 

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย คอื แบคทีเรียทีส่ามารถเจริญไดในสารประกอบที่มีคารบอน
หนึ่งอะตอมโดยใชสารนี้เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพื่อการเจริญของเซลล ซ่ึง
สารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งอะตอม ไดแก มีเทน เมทานอล ฟอรมาลดีไฮด ฟอรเมท คารบอน
มอนนอกไซด เมทิลเอมีน เปนตน (Anthony, 1982) ซ่ึงสารเหลานี้มีสภาพรีดิวซมากกวา
คารบอนไดออกไซด (Bratina and Richard, 1992) 

 
การคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียมีรายงานครั้งแรกในป ค.ศ. 1892 โดย Leow (Murrell 

and McDonald, 2000) ซ่ึงพบแบคทีเรียสีชมพูที่สามารถเจริญไดในเมทานอล เมทิลเอมีน 
ฟอรมาลดีไฮด และสารประกอบคารบอนหลายอะตอมอีกหลายชนดิ แบคทีเรียชนดินี้ถูกเรียกใน
ขณะนัน้วา Bacillus methylicus โดยปจจุบนัรูจักกนัในนามของ pink-pigmented facultative 
methylotroph (PPFM) ซ่ึงก็คือ Methylobacterium extorquens ในปจจบุันนั่นเอง 

 
อาจตรวจพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดทั่วไปในธรรมชาติทั้งในน้ํา ดิน และพืช 

(Vorholt, 2002) ซ่ึงสารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งอะตอม เชน เมทานอล ที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ
นั้นเกดิจากกระบวนการออกซิเดชันของมีเทนโดยเกิดการไฮโดรไลซิสเมทิลอีเทอรและเอสเทอรที่
มีอยูในเพกทนิและลิกนนิ ซ่ึงเปนสารประกอบหลักในโครงสรางของพืช เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
มักอาศัยอยูรวมกับแบคทีเรียที่สามารถใชมีเทนได (methanotroph) เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้เมื่อใช
มีเทนแลวจะปลอยเมทานอลออกมา ซ่ึงเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียกจ็ะนําเมทานอลไปใชใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมตอไป  
 

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียแบงได 2 กลุม ขึน้อยูกบัชนิดของสารประกอบที่ใชเปนซับ 
สเตรต ดังนี ้

 
1.  Obligate methylotrophic bacteria เปนแบคทีเรียที่ใชเฉพาะสารประกอบที่มีคารบอน

หนึ่งอะตอม แตไมใชสารประกอบที่มีคารบอนหลายอะตอม โดยใชไดเฉพาะเมทานอลหรือเมทิลเอ
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มีนได แตไมใชมีเทน ไดแก Methylomonas methylovora, M. aminofaciens, M. methanolica, M. 
clara และ Methylophilus methylotrophus เปนตน 

 
2.  Facultative methylotrophic bacteria เปนแบคทีเรียทีน่อกจากจะใชสารประกอบที่มี

คารบอนหนึ่งอะตอม เชน เมทานอลหรือเมทิลเอมีน แตไมใชมีเทนไดเชนเดยีวกับกลุมแรก 
แบคทีเรียในกลุมนี้ยังใชสารประกอบที่มีคารบอนหลายอะตอม เชน กลูโคส หรือ ฟรุคโตส ไดอีก
ดวย ตัวอยางของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในกลุมนี้ ไดแก  

 
- แบคทีเรียที่มโีคโลนีสีชมพู (pink-pigmented facultative methylotrophic bacteria) สวน

ใหญเปนแบคทีเรียในจีนัส Pseudomonas  เชน  P. extorquens (ปจจุบันคือ Methylobacterium 
extorquens), P. methylica และ P. rosea 

 
- แบคทีเรียในจีนัส Pseudomonas ที่โคโลนีไมมีสีชมพู (non pink-pigmented 

Pseudomonas) เชน P. aminovorans และ P. oleovorans 
 
- แบคทีเรียที่ตดิสีแกรมลบ ไมสามารถเคลื่อนที่ได และมรูีปรางของเซลลเปนแทง เชน 

แบคทีเรียในจนีัส Arthrobacter 
 
- แบคทีเรียที่ตดิสีแกรมบวก เชน Bacillus cereus, Mycobacterium vaccae และ

Brevibacterium fuscum 
 
- แบคทีเรียที่อยูในกลุม facultative autotrophs หรือ phototrophs ที่เจริญไดในที่ ๆ ม ี

เมทานอลหรือฟอรเมต เชน 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) เดิมเรียกวา แอลกอฮอลจากไม (wood 
alcohol) เพราะเตรียมไดโดยการนําไมมากล่ันภายใตสภาวะไรอากาศ ปจจุบันเมทานอลเกือบ
ทั้งหมดสังเคราะหขึ้นมาจากปฏิกิริยารีดักชนัของแกสคารบอนมอนนอกไซดกับแกสไฮโดรเจน ซ่ึง
เปนผลพลอยไดจากการผลิตแกสมีเทน และใชโลหะออกไซดผสมเปนตัวเรง เมทานอลมีสมบัติ
ดังนี้ สูตรโมเลกุลคือ CH3OH มวลโมเลกุลเทากับ 32.04 มีลักษณะเปนของเหลวใส ละลายไดทกุ
สวนในน้ําสะอาด มีจุดเดือดและจุดเยือกแข็งเทากับ 64.7 และ -97.8 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ความ
หนาแนนเทากบั 0.7915 กรัมตอมิลลิลิตร 

 
เมทานอลเปนวัตถุดิบที่มีความสําคัญทางอุตสาหกรรม สวนใหญใชในอุตสาหกรรมเคมี 

ประโยชนของเมทานอล เปนวัตถุดิบในการผลิตฟอรมาลดีไฮด (ใชผลิตเรซินและพลาสติก) กรด
น้ําสม เมทิลเอมีน คลอโรมีเทน (chloromethane) เมทิลเมทาคริเลต (methylmethacrylate) สาร 
DMT (dimethyl terephthalate) และสาร MTBE (methyl-butyl ether) โดยใชเปนตวัทาํละลาย สาร
ปองกันการแขง็ตัว และสวนผสมของน้ํามันเชื้อเพลิง (Weissermel and Arpe, 1994) 

 
นอกจากนี้เมทานอลยังมีความเปนพิษตอมนุษยโดยการดดูซึมเขาทางผิวหนัง ลมหายใจ 

และดูดซึมไดเร็วในทางเดินอาหารแลวกระจายเขาสูกระแสเลือด การกาํจัดเมทานอลในรางกายจะ
เกิดโดยการออกซิไดสเมทานอลใหกลายเปนฟอรมาลดีไฮด และสลายตอไปเปนกรดฟอรมิก ซ่ึงจะ
ไดคารบอนไดออกไซดและน้ําในที่สุด (ภาพที่ 1) ถารางกายไดรับเมทานอลในปริมาณเพยีง
เล็กนอย เมทานอลจะถูกขับออกทางลมหายใจ เหงื่อ และปสสาวะ หรืออาจกระตุนใหอาเจียน
ออกมา ความเปนพิษของเมทานอลเกิดจากกรดฟอรมิกที่เกิดขึ้นไปทําใหเกิดภาวะความเปนกรดสูง 
(acidosis) จนมีผลทําใหเนื้อเยื่อตับออนตาย (necrosis) นอกจากนีฟ้อรมาลดีไฮดยังมผีลไปทําลาย
ประสาทตาจนอาจเกิดอาการตาบอดชั่วคราวหรืออาจทําใหถึงขั้นเสียชีวติได 

 
 
 
 
 
 



 6 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการกําจัดเมทานอลในรางกาย 
ที่มา: Brandis (n.d.) 
 

เมแทบอลิซึมของเมทานอลในเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 

ลักษณะเดนของเมแทบอลิซึมของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย คือ การเปลี่ยนคารบอนหนึ่ง
อะตอมใหเปนฟอรมาลดีไฮด ซ่ึงเปนสารมัธยันตรที่เปนศูนยกลางของกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของเมทานอล (ภาพที่ 2) ฟอรมาลดีไฮดเปนสารที่มีความเปนพิษสูง เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาที่ไม
จําเพาะเจาะจงตอโปรตีนและกรดนวิคลีอิก (Attwood and Quayle, 1984) ฟอรมาลดีไฮดที่เกดิขึ้น
ในระหวางการเจริญจากการรีดิวซคารบอนหนึ่งอะตอม เกี่ยวของทั้งในเมแทบอลิซึมการสราง
พลังงานหรอืดสิซิมิเลชันและแอสซิมิเลชันของคารบอน ซ่ึงเปนการใชพลังงาน และสราง
องคประกอบของเซลล ขั้นตอนแรกของเมแทบอลิซึมของเมทานอลโดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
คือ ปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลไดเปนฟอรมาลดีไฮด หลังจากนั้นจึงเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชนั
ของฟอรมาลดีไฮดเปนคารบอนไดออกไซด ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงสวนนีจ้ะเกิดขึ้นในไซโทพลาซึม
ของเซลล 
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ภาพที ่2  ฟอรมาลดีไฮดเปนศูนยกลางการเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมของเมทิลโลโทรฟก 
    แบคทีเรีย 
ที่มา: Vorholt (2002) 
 

ดิสซิมิเลชันของเมทานอล 

 
 ดิสซิมิเลชันของเมทานอลเปนการสรางพลังงานเพื่อสรางองคประกอบของเซลล โดยการ
ออกซิไดสเมทานอลดวยเอนไซม methanol dehydrogenase เกิดเปนฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนสารมัธ
ยันตรที่มีความเปนพิษสูง จากนั้นฟอรมาลดีไฮดจะถูกออกซิไดสตอไปเปนกรดฟอรมิก โดย
กระบวนการออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดนั้นจะอาศัยโคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมชนิดตาง ๆ 
(ภาพที่ 3) ขึ้นกับชนิดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย วิถีการออกซิไดสฟอรมาลดีไฮดที่เกี่ยวของกับ
โคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมที่แตกตางกัน แสดงในภาพที่ 4 หลังจากนัน้กรดฟอรมิกจะถูกออกซิ
ไดสตอไป ไดเปนคารบอนไดออกไซดและน้ําในที่สุด 
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ภาพที่ 3  โครงสรางของโคแฟกเตอรและโคเอนไซมชนดิตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการออกซิไดส 
    ฟอรมาลดีไฮด 
ที่มา: Vorholt (2002) 
 

วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดที่เกีย่วของกับโคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมทั้ง 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  วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดไปเปนคารบอนไดออกไซด 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) 
 
วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดไปเปนกรดฟอรมิกโดยอาศัย tetrahydrofolate เปนโคแฟกเตอร 
 
 การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนคารบอนหนึ่งอะตอมที่จับกับ tetrahydrofolate (H4F) 
ดังแสดงในภาพที่ 4 มีความสําคัญกับสิ่งมีชีวิตเกือบทกุชนิด พบวาฟอรมาลดีไฮดในสวนนีจ้ะถูก
ออกซิไดสไปเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา ซ่ึงในระหวางกระบวนการออกซิเดชนันี้มีการสราง
พลังงานเพื่อนาํไปใชในการสังเคราะหสารที่จําเปนตอการสรางองคประกอบของเซลล เชน purine 
และ thymidilate ฟอรมาลดีไฮดในกระบวนการนี้จะมีการเคลื่อนยายหมู methyl และ formyl ได
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เปน N5-methyl-H4F, N5,N10-methylene-H4F, N5,N10-methenyl-H4F และ N10-formyl-H4F ตามลําดับ 
(Maden, 2000) หลังจากเกิดกระบวนการในลักษณะนีแ้ลวจะได ATP, NADPH และ NADH 
 
 โดยทั่วไปแลวเอนไซมชนิดที่มี H4F เปนโคแฟกเตอรทั้งหมดในวิถีการเปลี่ยนแปลงแบบ
แรกนี้จะมีการแสดงออกในระดับต่ําเพียงเพือ่ใหมีการสรางพลังงานไดเทานั้น แตในเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรียทีใ่ชวิถี Serine ในการสรางองคประกอบของเซลล เชน Methylobacterium และ 
Hyphomicrobium จะมีกจิกรรมของเอนไซมที่มี H4F เปนโคเอนไซมในระดับสูงโดยอาจถูก
เหนีย่วนําใหมกีารสังเคราะหขึ้นระหวางการเจริญในเมทานอล (Marison et al., 1982) โดยเกดิขึ้น
ในขั้นตอนเริ่มตนของวิถี Serine ซ่ึง H4F จบักับฟอรมาลดีไฮดไดเปน N5, N10-methenyl-H4F 
หลังจากนัน้จะรวมตวักับ glycine แลวได serine ตอไป ซ่ึงมีความเปนไปไดวาเอนไซมที่ขึ้นอยูกับ 
H4F มีหนาที่เบื้องตนในการรักษาระดับของสารมัธยันตรใหอยูในระดับสูงเพื่อนําไปใชในวิถี 
Serine เอนไซมเหลานี้อาจมกีารทํางานในทิศทางที่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันขึ้นอยูกับ
ความตองการของเซลล โดยพบวาปฏิกิริยาของเอนไซม NAD-dependent methylene-H4F 
dehydrogenase, methenyl-H4F cyclohydrolase และ N10-H4F synthetase อาจเกิดปฏิกริิยาผันกลับได
อยางสมบูรณดังแสดงในภาพที่ 4 
 
วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดไปเปนฟอรเมตชนิดท่ีอาศัย Tetrahydromethanopterin 
(H4MPT) เปนโคเอนไซม 
 

ปฏิกิริยาที่เกีย่วของกับ tetrahydromethanopterin (H4MPT) ถูกคนพบใน methanogenic 
bacteria และ sulfate-reducing archaea ซ่ึงแรกเริ่มนั้นเชื่อวาพบเฉพาะใน strict anaerobes เทานั้น 
และ H4MPT ทําหนาที่เปนศูนยกลางกระบวนการสรางพลังงาน (Thauer, 1998) 

 
เมื่อไมนานมานี้ พบวามีเอนไซมชนิดที่มี H4MPT เปนโคแฟกเตอร ใน archaea โดยพบใน 

Methylobacterium extorquens AM1 และยงัพบแบคทีเรียที่มีโคแฟกเตอร H4MPT ในรูปที่ไมมี

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

 
การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดที่อาศัย H4MPT เปนโคแฟกเตอร เร่ิมตนเหมือนกับวถีิ

ออกซิเดชันทีข่ึ้นอยูกับH4Fโดยการที่ฟอรมาลดีไฮดจับกบัโคแฟกเตอร pterin ไดเปนอนุพันธ 
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N5,N10- methylene อาศัยเอนไซมชนิดที่ถูกกระตุนโดยฟอรมาลดีไฮด (H4MPT-dependent 
formaldehyde activating enzyme, Fae) และจะเรงปฏิกิริยาโดยเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ เอนไซม
Fae นี้อาจมีปริมาณสูงกวา 2 เปอรเซ็นตของโปรตีนภายในเซลล พบไดในเซลลของแบคทีเรียที่
เจริญในเมทานอล พบวาแบคทีเรียกลายพนัธุ M. extorquens AM1 ที่ขาดเอนไซม Fae จะเจริญได
ใน succinate แตไมเจริญในเมทานอล นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อจะไวตอเมทานอลและฟอรมาลดีไฮด
มากกวาเซลลปกติดวย (Vorholt et al., 2000) 

 
 การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดที่อาศัย H4MPT เปนโคแฟกเตอรนี ้อาศัยการทํางานของ
เอนไซม NAD(P)-dependent methylene-H4MPT dehydrogenase ซ่ึง N5,N10-methylene- H4MPT ที่
เกิดขึ้นมาจะถกูออกซิไดสตอไปเปน N5,N10-methenyl-H4MPT+ โดยในแบคทีเรีย M. extorquens 
AM1 มีเอนไซม pyridine nucleotide dependent methylene- H4MPT dehydrogenase ที่ตางกันอยู 2 
ชนิด ชนิดแรก คือ เอนไซมที่จําเพาะเจาะจงตอ NADP ช่ือ MtdA เอนไซมนี้จะไปเรงปฏิกิริยาการ
กําจัดไฮโดรเจนของ methylene- H4F (Ermler et al., 2002) สวนชนดิที่สอง คือ เอนไซมชนิดที่
ตองการ NAD(P) ช่ือ MtdB ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอ methylene-H4MPT และไมพบกิจกรรม
ของเอนไซมเลย เมื่อมี methylene-H4F (Hagemeier et al., 2000) ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 
methylene-H4MPT ถูกกระตุนโดยโปรตีน MtdA / MtdB จัดเปนปฏิกิริยาที่มีการคายพลังงาน (-13 
KJ/mol) ดังนัน้จึงมักเกิดปฏกิิริยาในทิศทางที่ไมผันกลับ และเมื่อรวมกบัเอนไซม Fae ก็จะชวยให
การเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดเกิดขึน้อยางมีประสิทธิภาพ ขณะนี้ยังไมพบรายงานวามีเอนไซม 
pyridine nucleotide dependent methylene-H4MPT dehydrogenase ในสิง่มีชีวิตอื่นเลย  
 

ขั้นตอนตอมาเปนการทํางานของเอนไซม methenyl-H4MPT cyclohydrolase (Mch) โดย 
methenyl-H4MPT+ ถูกไฮโดรไลซไดเปน N5-formyl-H4MPT (ภาพที่ 4) และการเปลี่ยนแปลง
ขั้นตอนสุดทายอาศัยการทํางานของเอนไซม formyltransferase/hydrolase complex ซ่ึงเปนเอนไซม
ที่กระตุนการเปลี่ยน N5-formyl-H4MPT ใหเปนกรดฟอรมิก โดยพบวาเอนไซมจากแบคทีเรีย  
M. extorquens AM1 มีลักษณะเปน 4 หนวยยอยที่ตางกนัคือ FhcD, FhcA, FhcB และ FhcC 
 

สันนิษฐานวาปฏิกิริยาออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดที่อาศัย H4MPT เปนโคแฟกเตอร เปน
ปฏิกิริยาหลักในการออกซิไดสฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเกิดขึน้ใน M. extorquens AM1 (Vorholt et al., 
1998, 2000; Pomper et al., 1999) เพราะมีเอนไซม Fae และพบกิจกรรมของโปรตีน MtdA/MtdB 
และ Mch ในระดับสูง อุณหพลศาสตรของปฏิกิริยาที่เกีย่วของมีสวนทาํใหวิถีการออกซิไดส
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ฟอรมาลดีไฮดมีประสิทธิภาพมากขึ้น เพราะไดรวมเอาปฏิกิริยาการกําจัดไฮโดรเจนของ N5,N10-
methylene- H4MPT และการแยกสลายดวยน้ําของโคแฟกเตอรที่จับกับคารบอนหนึ่งอะตอมเขาไว
ดวยกันแลวจึงไดกรดฟอรมกิเปนผลิตภณัฑ โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้ไมสามารถผันกลับได การ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดใหเปนกรดฟอรมิกนั้น จะเกิดโดยวิถีที่ใชโคแฟกเตอร 
H4MPT มากกวาวิถีที่ใช H4F โดยจะผลิต NADH ไดมากกวา NADPH แตอยางไรก็ตามอาจพบการ
ผลิต NADPH ไดจากวิถีแรกไดเชนกัน ซ่ึงจะนําไปใชสําหรับกระบวนการชีวสังเคราะหตอไป 
 

เอนไซมที่มี H4MPT เปนโคแฟกเตอร พบไดในเมทิลโลโทรฟกโปรทีโอแบคทีเรีย แต
อยางไรก็ตามเอนไซมนี้อาจจะมีบทบาททีแ่ตกตางกันขึน้อยูกับชนิดของแบคทีเรีย ยกตัวอยางเชน 
โปรตีน Mch ของ Methylobacillus flagellatus KT พบไดในระหวางการเจริญในเมทานอล โดย
นําไปใชในวิถี Ribulose Monophosphate Pathway (RuMP) สําหรับการออกซิไดสฟอรมาลดีไฮด
ไปเปนคารบอนไดออกไซด เปนตน (Chistoserdova et al., 2000) 
 
วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดชนดิท่ีอาศัย glutathione หรือ mycothiol เปนโคเอนไซม 
 

การออกซิเดชนัของฟอรมาลดีไฮดที่เกีย่วของกับ glutathione (GSH) (ภาพที่ 4) พบได
ทั่วไป ทั้งในสัตวเล้ียงลูกดวยนม พืช และยีสต และตรวจพบไดในเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียพวกที่
ใชสารอนินทรียเปนแหลงพลังงาน เชน Paracoccus denitrificans และในแบคทีเรียสีมวงที่ไม
สะสมกํามะถนั (purple non-sulfur bacteria) เชน 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

โครงสรางแสดงในภาพที่ 3) และเกดิกระบวนการออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดดังภาพที่ 4 แทน 
glutathione (GSH)-dependent formaldehyde oxidation (Spies and Steenkamp, 1994) ในเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียที่ติดสีแกรมบวก เชน Amycolatopsis methanolica และแบคทีเรีย Rhodococcus 
erythropolis พบเอนไซม mycothiol-dependent formaldehyde dehydrogenase ซ่ึงมีการศึกษามา
กอนแลววาเปน NAD/factor - dependent formaldehyde dehydrogenase และพบวาเกีย่วของกับการ
เปลี่ยนแปลงของฟอรมาลดีไฮดในแบคทีเรียเหลานี้ โดยในแบคทีเรีย A.  methanolica มีเอนไซม 
formaldehyde dehydrogenase ชนิดที่ม ีmycothiol (MD-FalDH) เปนโคเอนไซมมากกวาเอนไซม
ชนิดที่ม ีglutathione เปนโคเอนไซม  
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จะเห็นวาทั้ง 4 วิถีที่กลาวขางตนมีลักษณะที่เหมือนกนั คือ การรวมฟอรมาลดีไฮดเขากับ
โคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมแตละชนดิ ซ่ึงปฏิกิริยานี้อาจเกิดขึ้นไดเองหรือมีเอนไซมมาเรง
ปฏิกิริยาก็ได ตอจากนัน้จึงเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบที่ไดจนกระทั่งเกดิเปนกรด
ฟอรมิก ซ่ึงจะถูกออกซิไดสตอไปเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา ในการเกิดออกซิเดชันของ
ฟอรมาลดีไฮดโดยอาศัยโคแฟกเตอรหรือโคเอนไซมชนดิตาง ๆ นั้นขึน้อยูกับชนิดของเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรีย (Vorholt, 2002) ดังนี ้

 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี H4F-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Methanospirillum, 

Methylobacterium และ Hyphomicrobium บางสายพันธุ เปนตน 
 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี H4MPT-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Methylobacterium, 

Hyphomicrobium, Methylosinus, Xanthobacter, Methylobacillus, Methylophilus, Methylococcus 
Methylomicrobium, Methylomonas เปนตน 

 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี GSH-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Paracoccus เปนตน 
 
- แบคทีเรียทีใ่ชวิถี MySH-dependent formaldehyde oxidation ไดแก Amycolatopsis เปน

ตน 
 

แอสซิมิเลชันของเมทานอล 
 
เมื่อเมทานอลถูกออกซิไดสโดยเอนไซม methanol dehydroganase (MDH) ไดเปน

ฟอรมาลดีไฮดแลว ฟอรมาลดีไฮดจะถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดหรืออาจถูกนําไปสราง
องคประกอบของเซลล (Zahn et al., 2001) ซ่ึงการสรางองคประกอบของเซลลจะเกดิขึ้นไดโดยการ
ตรึงฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนสารมัธยันตรเขาสูวัฏจักรตาง 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) 
 
 การตรึงฟอรมาลดีไฮดเขาวัฏจักรนี้ แบงออกเปน 3 ระยะ (ภาพที่ 5) คือ 
 

ระยะที่ 1 เปนการตรึงฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเกีย่วของกับ 2 ปฏิกิริยา คือ การรวมฟอรมาลดีไฮด
กับ ribulose 5-phosphate ไดเปน hexulose 6-phosphate (hexulose phosphate) แลวเกดิปฏิกิริยา 
isomerization ไดเปน fructose 6-phosphate (FMP) 
 

ระยะที่ 2 เปนการแยกสลาย โดย fructose 6-phosphate (FMP) จะถูกเปลี่ยนไปเปน fructose 
1,6-bisphosphate (FBP) โดยเอนไซม phosphofructokinase หรืออาจถูกเปลี่ยนไปเปน 2-keto 3-
deoxy 6-phosphogluconate (KDPG) (ภาพที่ 5) ซ่ึงขึ้นอยูกับชนิดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียดังนี ้ 

 
- เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียกลุม facultative methylotroph เชน Arthrobacter, Streptomyces 

sp. และ Pseudomonas oleovorans จะเกดิปฏิกิริยาในทิศทางที่ FMP เปลี่ยนไปเปน fructose 1,6-
bisphosphate (FBP) โดยเอนไซม phosphofructokinase แลวได glyceraldehyde-3-phosphate(GAP) 
และ dihydroxyacetone-P  

 
- สวนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียกลุม obligate methylotroph เชน Methylophilus 

methylotrophus และ Pseudomonas เกิดการเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางที่เกิด KDPG หลังจากนัน้ 
KDPG จึงถูกแยกออกเปน GAP และ pyruvate ซ่ึงเปนสารตั้งตนสําหรับสรางสวนประกอบตาง ๆ
ของเซลล นอกจากนี้ยังมีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียบางชนิดที่เกดิปฏิกิริยาไปในทิศทางที่ FBP 
เปลี่ยนไปเปน sedoheptulose 1, 7-bisphosphate เชน Bacillus สายพันธุ PM6 และ S2A1, 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ B-175, Brevibacterium fuscum, Mycobacterium vaccae และ 
Arthrobacter สายพันธุ P1 
 

ระยะที่ 3 เปนการกลับเขาสูวัฏจักรอีกครั้ง โดย FMP เขารวมกับ glyceraldehyde-3-
phosphateแลวเกิด xylose-5-phosphate ซ่ึงจะถูกนําไปใชในการสังเคราะหกรดนวิคลีอิก และเกิด 
erythrose-4-phosphate ซ่ึงเซลลนําไปสังเคราะหกรดอะมิโนที่มีโครงสรางวงแหวน ซ่ึง erythrose-4-
phosphate ที่เกิดขึ้น อาจถูกเรงโดยเอนไซม transaldolase เขารวมกับ FMP อีก 1 โมเลกุล ไดเปน 
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glyceraldehyde-3-phosphate และ sedoheptulose-7-P ซ่ึงจะถูกเรงโดยเอนไซม transketolase ได 
ribulose 5-phosphate 3 โมเลกุล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  วิถี Ribulose monophosphate (RuMP)  
ที่มา: Lidstrom (1990) 
 
Serine cycle 
 
 วัฏจักรหรือวิถี Serine แตกตางจากวิถีแอสซิมิเลชันฟอรมาลดีไฮดวิถีอ่ืน ๆ โดยวิถีนีม้ี
สารมัธยันตรที่เปน carboxylic acid และกรดอะมิโนมากกวาที่จะเปนคารโบไฮเดรต และเอนไซมที่
สําคัญในการแอสซิมิเลทฟอรมาลดีไฮด คือ เอนไซม serine transhydroxymethylase ซ่ึงจะเปลี่ยน
ฟอรมาลดีไฮดไปเปน glycine หลังจากนั้นจะไดสารมัธยันตรที่สําคัญสําหรับวิถีนี้คือ serine วิถี 
Serine เกี่ยวของในการเจรญิของแบคทีเรียที่มีสารประกอบคารบอนหนึ่งอะตอมชนดิตาง ๆ วิถี 
Serine เปนการสังเคราะห phosphoglycerate จากฟอรมาลดีไฮด 2 โมเลกุล และคารบอนไดออก 
ไซด 1 โมเลกุล (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 6  วิถี Serine  
ที่มา: Lidstrom (1990) 
 

วิถีนี้แบงออกเปน 3 ระยะ ดังนี้ 
 

ระยะที่ 1 เปนการสังเคราะห phosphoglycerate โดยฟอรมาลดีไฮด 2 โมเลกุลจับกับ 
tetrahydrofolate (H4F หรือ THF) ไดเปน N5,N10-methenyl-H4F ซ่ึงจะรวมตัวกับ glycine 2 โมเลกุล 
แลวได serine 2 โมเลกุล ซ่ึงจะถูกเปลี่ยนแปลงตอไปจนกระทั่งได 2- phosphoglycerate 2 โมเลกุล 
ซ่ึง 1 โมเลกุลนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน 3-phosphoglycerate เพื่อใชในการสรางสวนประกอบของเซลล
ตอไป  

 
ระยะที่ 2 โมเลกุลที่เหลือของ 2- phosphoglycerate เปลี่ยนไปเปน phosphoenolpyruvate 

(PEP) แลวเกิดปฏิกิริยา carboxylation ซ่ึงรวมกับคารบอนไดออกไซด (ที่ไดจากระบวนการ
ออกซิเดชันของกรดฟอรมิก) ไดเปน oxaloacetate ที่จะถูกเปลี่ยนเปน malyl-CoA ตอไป  
 

ระยะที่ 3 malyl-CoA ถูกแยกออกเปน glyoxylate 1 โมเลกุล และ acetyl-CoA ซ่ึง acetyl 
Co-A จะถูกเปลี่ยนไปเปน glyoxylate อีก 1 โมเลกุล หลังจากนั้น glyoxylate ทั้ง 2 โมเลกุล รวมกัน
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เปน glycine 2 โมเลกุล ซ่ึงเปนสารตั้งตนสารหนึ่งของระยะที่ 1 ของวิถีนี ้จึงถือวาเกดิวฏัจักรโดย
สมบูรณ 
 

ตัวอยางเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใชวิถี Serine เปนวิถีหลักในกระบวนการแอสซิมิเลชัน
ของเมทานอล ไดแก เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในกลุม pink-pigmented facultative methylotroph 
เชน Methylobacterium extorquens AM1 และ Pseudomonas methylica เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
ในกลุม non pink-pigmented facultative methylotroph เชน Arthrobacter, Hyphomicrobium, 
Streptomyces สายพันธุ 239, Pseudomonas aminovorans, Pseudomonas สายพันธุ MA และ 
Pseudomonas สายพันธุ MS เปนตน 

 
Ribulose bisphosphate cycle (RuBP) 
 

วิถี RuBP หรือวัฏจักร Calvin เปนวิถีที่แตกตางจากวิถีอ่ืน คือ ใชคารบอนไดออกไซดที่ได
จากกระบวนการดิสซิมิเลชันของเมทานอลมาใชเปนสารมัธยันตรในวถีินี้ โดยจะถูกแอสซิมิเลท
โดยออกซิเดชนัของคารบอนไดออกไซด 

 
ปฏิกิริยาทั้งหมดที่เกิดขึน้ในวัฏจักรนีท้ําใหเกิดการสังเคราะห glyceraldehyde 3-phosphate 

1 โมเลกุลที่เร่ิมตนจากคารบอนไดออกไซด 3 โมเลกุล โดยปฏิกิริยาสรปุไดดังตอไปนี้ 
 
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 แบงออกเปน 3 ระยะดังนี ้
 
ระยะที่ 1 เปนการตรึง (fixation) คือ เกิดปฏิกิริยา carboxylation ของคารบอนไดออกไซด

กับ ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP) ผลที่ได คือ phosphoglyceric acid (PGA) จํานวน 2 โมเลกลุ 
หลังจากนัน้จะมีการเติมหมูฟอสเฟตเขาไปอีก 1 หมูไดเปน 1,3-bisphosphoglycerate 
 

ระยะที่ 2 เปนปฏิกิริยารีดักชนัของ 1,3-bisphosphoglycerate ไดเปน glyceraldehyde 3-
phosphate (GAP) แลวเปลีย่นไปเปน fructose 6-phosphate เพื่อใชในการสรางกลูโคส และจะถูก
นําไปสรางองคประกอบของเซลลตอไป 
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ระยะที่ 3 เปนการ regeneration โดย fructose 6-phosphate เปลี่ยนเปน ribulose 5-
phosphate ที่จะไดรับหมูฟอสเฟตอีก 1 หมู ไดเปน ribulose 1,5-bisphosphate ซ่ึงเปนสารตั้งตนสาร
หนึ่งของระยะที่ 1 ของวิถีนี้ จึงเปนการกลับเขาสูวัฏจักรอีกครั้ง (ภาพที่ 7) 
 
 ตัวอยางเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใช RuBP เปนวิถีหลักในการแอสซิมิเลชันของเมทา
นอล ไดแก แบคทีเรียสังเคราะหแสง เชน Rhodopseudomonas acidophila (ใชเมทานอลหรือฟอร
เมตเปนซับสเตรต), Rhodopseudomonas gelatinosa, Rhodomicrobium vannielii, Rhodospirillum 
tenue (ใชเมทานอลเปนซับสเตรต) และ Rhodopseudomonas palustris (ใชฟอรเมตเปนซับสเตรต)
และแบคทีเรียในกลุมที่ไมมกีารสังเคราะหแสง (Non-photosynthetic bacteria) เชน Pseudomonas 
oxalaticus (ใชฟอรเมตเปนซบัสเตรต), Paracoccus denitrificans (Micrococcus denitrificans) (ใช
เมทานอล เมทิลลามีน หรือ ฟอรเมตเปนซบัสเตรต), Thaiobacillus novella (ใชเมทานอล ฟอรเมต 
หรือฟอรมาลดีไฮดเปนซับสเตรต), Hydrogenomonas eutropha และ Bacterium formoxidans  
(ใชฟอรเมตเปนซับสเตรต), Microcyclus aquaticus (ใชเมทานอลหรอืฟอรเมทเปนซับสเตรต) และ
Blastobacter viscosus (ใชเมทานอลเปนซับสเตรต) (Anthony, 1982) 
 

ฟอรมาลดีไฮด 
 
 ฟอรมาลดีไฮดเปนสารเคมีที่มีความเปนพษิสูงตอส่ิงมีชีวิต สวนใหญแลวฟอรมาลดไีฮด
เกิดจากการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรม และฟอรมาลดไีฮดยังเปนสารที่เกี่ยวของในกระบวนการ
เมแทบอลิซึมของเมทานอล โดยเปนสารมธัยันตรที่เปนศูนยกลางในการเกิดกระบวนการเมแทบอลิ
ซึมของแบคทีเรียในกลุมเมทิลโลโทรฟทําใหแบคทีเรียในกลุมนี้สามารถทนตอความเปนพิษของ
ฟอรมาลดีไฮด และไดมกีารนําไปประยุกตใชในดานชวีเทคโนโลยี และการบําบัดทางชวีภาพทาํให
สามารถกําจัดหรือลดความเปนพิษของฟอรมาลดีไฮดได เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีส่ามารถตรึง
ฟอรมาลดีไฮดไดดี เชน 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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สมบัติของฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde) 
 
 ฟอรมาลดีไฮด เปนกาซที่มีกล่ินฉุน ในทางการคามักอยูในรูปของสารละลายที่
ประกอบดวยฟอรมาลดีไฮด 37-50 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั สูตรโครงสรางคือ HCHO มีน้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 30.03 ฟอรมาลดีไฮดผลิตขึ้นจากการออกซิเดชันของเมทานอลกับออกซิเจนใน
บรรยากาศหรอืการออกซิเดชันของมีเทน 
 
 การใชประโยชนฟอรมาลดีไฮดในดานตาง ๆ มีดังนี้ 
 

1.  ดานอุตสาหกรรม 
1.1 ในการผลิตเรซินและพลาสติก เชน urea - formaldehyde, melamine- 
formaldehyde, phenol - formaldehyde และอื่น ๆ 
1.2 ในการสังเคราะห urotropine, propyl alcohol ยา วัตถุระเบิด และสีตาง ๆ เชน สี
คราม สีแดง สีอะคริลิก รวมถึงการฟอกหนังและสีตกแตงอาหาร 
1.3 ในการยอมเพื่อปรับปรุงใหสียอมตดิแนนขึ้น 
1.4 ในการฟอกสีและการพมิพ 
1.5 ในอุตสาหกรรมกระดาษ เพื่อใหกระดาษลื่นและกันน้าํได 
1.6 ในการผสมโลหะ เพื่อระงับการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
1.7 ในอุตสาหกรรมสิ่งทอ เพื่อผลิตผงที่ใชในการเปลี่ยนแปลงลักษณะน้ําหนัก และ
ความแข็งแรงของไหมสังเคราะห 
1.8 ใชสําหรับภาพถาย ทําใหเก็บไดนาน 
 

2.  ดานการเกษตร 
2.1 ใชสําหรับการทําลายและปองกันจุลินทรียในตนไมที่เปนโรค 
2.2 ปองกันผลิตผลการเกษตรจากการเสียหายระหวางการขนสง และการเก็บรักษา 
2.3 ใชฆาเชื้อโรคในดิน 
2.4 ใชทําความสะอาดสถานที่เก็บอุปกรณ เชน ลังไม 
2.5 เปนสวนผสมของสารละลายที่ใชเคลือบผัก ผลไมจําพวกสม ระหวางการเก็บเกี่ยว
เพื่อชะลอการเนาเสีย 
2.6 ใชเปนปุย (urea formaldehyde) 
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3.  ดานการแพทย 
3.1 ใชในการเก็บรักษาตวัอยางสําหรับการศึกษาทางสรีระรางกาย ดองศพ 
3.2 ใชทําความสะอาดหองผูปวย เครื่องมอืเครื่องใชในการเตรียม และสังเคราะห
ผลิตภัณฑยา วคัซีน 
 

4.เครื่องสําอาง 
4.1 ใชในเครื่องสําอางเพื่อระงับเหงื่อ 
4.2 ใชในยาสีฟน ยาบวนปาก สบู ครีมโกนหนวด เพื่อฆาเชื้อ 
4.3 ใชในน้าํยาดับกลิ่นตวั 
  

การนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไปใชประโยชน 
 
1.  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 

 
Anthony (1982) กลาววาเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียมีคาผลผลิต (yield) อัตราการเจริญ และ 

สวนประกอบของโปรตีนที่สูงกวายีสต จึงมีการนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียมาพัฒนาการผลิต
โปรตีนเซลลเดี่ยวโดยบริษทั ICI (Imperial Chemical Industries) ประเทศอังกฤษ ไดสายพันธุ 
แบคทีเรีย Methylophilus methylotrophus ที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญคอนขางสูง (40 องศา

เซลเซียส) สามารถเจริญไดเร็วในเมทานอล (μmax ประมาณ 0.55 ตอช่ัวโมง) และใหคาผลผลิตสูง 

จึงใชแบคทีเรียชนิดนี้ในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวเปนการคาตอมา 
 

2.  การผลิตวติามินบี 12  
 
มีรายงานการผลิตวิตามินบี 12 โดยกระบวนการหมัก ซ่ึงใชสารอาหารประเภท

คารโบไฮเดรต แตไดมกีารพัฒนามาใชสารอาหารที่มีราคาถูกกวาคือ เมทานอล ซ่ึง Tanaka et al. 
(1974) พบวา Protaminobacter rubber ซ่ึงเปน pink-pigmented facultative methylotroph ที่คัดแยก
ไดสามารถผลิตวิตามินบี 12 ได 2.6 มิลลิกรัมตอลิตร 
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3.  การผลิต poly-β-hydroxybutyrate (PHB) 
 
poly-β-hydroxybutyrate (PHB) เปนสารที่มีน้ําหนกัโมเลกุลสูง และพบวาอาจสะสมอยูใน

เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดเมื่ออยูในสภาวะที่เหมาะสม PHB จะถูกนํามาใชเปนสารตั้งตนในการ
สังเคราะหโพลีเมอรทางดานเคมีเพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติก 
 

เนื่องจากเมทานอลเปนสารที่มีราคาถูกจึงไดนํามาใชในการผลิต PHB ซ่ึงในการควบคุม
ระดับของเมทานอลและออกซิเจนที่เติมลงไปมีความสําคัญมาก Bourqur et al. (1995) แสดงใหเห็น
วาตองมีการควบคุมใหมเีมทานอลอยูในระดับต่ําเสมอ (0.01 กรัมตอลิตร) ซ่ึงจะทําใหแบคทีเรีย
ผลิต PHB ที่มีน้ําหนกัโมเลกลุสูงไดถึง 900-1800 กิโลดาลตัน 
 
4.  การผลิตกรดอะมิโน 
 

ไลซีนเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญใชเปนสารเสริมในอาหารสัตว  ปจจุบันไลซีนที่ผลิต
เพื่อใชในทางการคาผลิตโดยกระบวนการหมักโดยใชแบคทีเรียที่เจรญิในน้ําตาลเปนแหลงคารบอน
และแหลงพลังงาน  อยางไรก็ตามสิ่งที่จําเปนสําหรับกระบวนการผลิต คือ การหาปจจัยที่สามารถ
ชวยลดตนทุนทางเศรษฐกิจลง จึงไดมีการใชสารประกอบที่เปนคารบอนหนึ่งอะตอม เชน เม
ทานอล ซ่ึงมีราคาถูกและมีความบริสุทธิ์สูงมาพัฒนาเพื่อใชในการผลิตไลซีน Lee et al. (1996) 
รายงานการผลิตไลซีนจากเมทานอลโดยใชแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus methanolicus ที่อุณหภูมิ
สูง 50 องศาเซลเซียส และชวยลดตนทุนในการใชระบบหลอเย็นไดถึง 30-40 เปอรเซ็นต 
 
5.  การผลิตฮอรโมนพืช 

 
มีรายงานวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Methylobacterium ซ่ึงพบไดทั่วไปในดนิ และผิว

ของใบไมอาจผลิตฮอรโมนพืชบางชนิดได (Corpe and Basile, 1982; Lidstrom and Chistoserdova, 
2002) เนื่องจากสามารถกระตุนการงอกของเมล็ดพืชและชวยในการเจริญเติบโตของพืช แบคทีเรีย
ชนิดนี้บางสายพันธุสามารถผลิตฮอรโมนพืชชนิด cytokinin zeatin (Ivanova et al., 2000) ไดขณะที่
บางสายพันธุสามารถผลิต indole acetic acid ได (Ivanova et al., 2001) นอกจากนีย้ังพบวา 
Methylobacterium อาจมีสวนในการสรางกลิ่นรสของสตรอเบอรี่ดวย (Zabetakis, 1997) 
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6.  การบําบัดทางชีวภาพ (bioremediation) 
 

ไดมีการทดลองยอยสลายสารพิษประเภท aromatic 2, 4D และแคดเมยีม ในดินที่ทําให
ปนเปอนดวยสารเหลานี้ พบวาการยอยสลายของมลภาวะเกิดไดมากขึ้นโดยการเตมิแบคทีเรีย 2 
ชนิดคือ ชนิดที่ยอย 2, 4 D ไดแตไวตอแคดเมียม และชนิดที่ทนตอแคดเมียมแตไมสามารถยอย 2, 4 
D ได (Roane et al., 2001; de Marco et al., 2004) ไดมีรายงานวาสามารถแยกไดเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีความตานทานตอสารพิษ เพื่อนํามาใชในการบําบัดทางชีวภาพ การแยก
เชื้อจากตวัอยางดนิและตะกอนดินโดยใชสภาวะของการเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน พบวาเชือ้ที่แยกไดมี
ความผันแปรทั้งลักษณะที่ปรากฎและอนกุรมวิธานคอนขางมาก โดยมแีบคทีเรียบางสายพันธุ
สามารถทนตอโลหะหนกัอารเซนิกและสารพิษที่เปนสารอินทรียไดดี นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรีย 4 
สายพันธุที่ถูกจัดใหเปน super-bugs เนื่องจากสามารถทนตอสารพิษหลายชนิดที่ความเขมขนสูง 

 
มีรายงานวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียสามารถเจริญไดในสารประกอบเมทิลเลทซัลเฟอร 

(methylated sulfur) ซ่ึงจะพบสารประกอบชนิดนี้ไดในน้ําเสียที่ปลอยออกมาจากโรงงานผลิต
กระดาษ เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียสามารถยอยอะลิฟาตกิซัลฟอรเมท (aliphatic sulformate) ได จึง
มีการนําแบคทีเรียกลุมนี้มาใชในการยอยสลายสารดังกลาว (Murrell and McDonald, 2000) 
 

แบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง 
 

แบคทีเรียแตละชนิดมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจรญิแตกตางกนั อุณหภูมิที่จุลินทรีย
เจริญไดอยูระหวางอณุหภูมสูิงสุด (maximum temperature) และอุณหภมูิต่ําสุด(minimum 
temperature) ซ่ึงถาอุณหภูมสูิงหรือต่ํากวานี้ แบคทีเรียจะไมเจริญ อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
เจริญเรียกวา อุณหภูมิเหมาะสม (optimum temperature) อุณหภูมิทั้งสามชนิดนี้เรียกวา อุณหภูมิคาร
ดินัล (cardinal temperature) ซ่ึงแบคทีเรียแตละชนิดจะมชีวงอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการเจริญ
แตกตางกัน (ตารางผนวกที่ ค1) จึงสามารถแบงแบคทีเรียออกเปน 3 กลุม คือ 
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แบคทีเรียชอบอุณหภูมิต่ํา (psychrophile)  
 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิต่ํา คอื แบคทีเรียที่เจริญไดที่ 0 องศาเซลเซียส หรือต่ํากวา อุณหภูมิ

ที่เหมาะสม คอื 15 องศาเซลเซียส หรือต่ํากวา แบคทีเรียกลุมนี้จัดเปนไซโครไฟลที่แทจริง (obligate 
psychrophile) อุณหภูมิสูงสุดที่เจริญ คือ 30 องศาเซลเซียส แตบางพวกมชีวงอุณหภูมิเหมาะสมอยู
ระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส และอุณหภมูิสูงสุดในการเจริญ คือ 35 องศาเซลเซียส จึงจัดเปน 
facultative psychrophile หรือ psychrotroph ตัวอยาง psychrophilic bacteria เชน Pseudomonas, 
Achromobacter, Flavobacterium และ Micrococcus 
 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophile) 
 
 แบคทีเรียชอบอุณหภูมิปานกลาง คือ แบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิระหวาง 25-40 องศา
เซลเซียส โดยมีอุณหภูมิต่ําสุดที่เจริญไดอยูระหวาง 5-25 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเหมาะสม คือ 37 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมสูิงสุดที่เจริญได คือ 43 องศาเซลเซียส ตัวอยาง mesophilic bacteria 
เชน Neisseria, Salmonella และ Vibrio  
 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง (thermophile)  
 
 แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง คือ แบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิสูงระหวาง 45-60 องศา
เซลเซียส อุณหภูมิเหมาะสมอยูระหวาง 50-55 องศาเซลเซียส อุณหภูมสูิงสุดที่เจริญไดอยูระหวาง 
60-85 องศาเซลเซียส ตัวอยางthermophilic bacteria เชน Bacillus, Clostridium, 
Thermoactinomyces และ Methanobacterium เทอรโมไฟลบางพวกเจริญมากในชวงมีโซไฟล จึง
เรียกวา facultative thermophile หรือ eurithermophileบางพวกเจริญที่อุณหภูมิสูงกวา 60 องศา
เซลเซียส เรียกวา เทอรโมไฟลแทจริง หรือstenothermophile แตมีแบคทีเรียบางพวกที่สามารถเจริญ
ไดดีในชวงอณุหภูมิมีโซไฟล (20-43 องศาเซลเซียส) และสามารถเจริญไดในชวงอณุหภูมิที่เปน
เทอรโมไฟล (45-65 องศาเซลเซียส) เรียกแบคทีเรียในกลุมนี้วาแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิง 
(thermotolerant bacteria) เชน  Bacillus methanolicus สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 35-60 องศา
เซลเซียส และมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ คือ 55 องศาเซลเซียส (Arfman et al., 1992) และ 
Bacillus brevis S1 (Yurimoto et al., 2002) ซ่ึงแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่ไดยกตัวอยางไปขางตน
เปนแบคทีเรียที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ (methylotrophic bacteria) ซ่ึง
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สามารถนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม เชน การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว (Anthony, 1982) การ
ผลิตวิตามินบี 12  และ rivoflavin (Tanaka, 1974) การผลิต poly-β-hydroxybutyrate (PHB) 
(Bourqur et al., 1995) การใชเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงในการผลิตระดบั
อุตสาหกรรมนาจะมีขอไดเปรียบทําใหประสิทธิภาพในการผลิตดีขึ้น และไมจําเปนตองใชระบบ
หลอเย็นที่มีประสิทธิภาพสูงมากนัก ซ่ึงจะชวยลดตนทนุของการผลิตไดมาก ชวยลดโอกาสการ
ปนเปอน และปองกันการผลิตหยุดชะงักเมือ่มีความรอนสูงเกินไป 
 

อนุกรมวิธานของแบคทีเรีย 
  

อนุกรมวิธาน (Taxonomy) เปนวิชาที่ศึกษาเกี่ยวกับการจาํแนกประเภทของสิ่งมีชีวิตและ 
การจําแนกประเภทของแบคทีเรียก็เปนงานดานหนึ่งทางอนุกรมวิธานของจุลินทรีย (Microbial 
taxonomy หรือ Systematics arrangement of microorganisms) หลักการสําคัญของอนุกรมวิธาน คือ 
การจําแนกประเภท การตั้งชือ่วิทยาศาสตร และการจดัจําแนกสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ (ดวงพร, 2537) 
 
การจําแนกประเภท (Classification) 
 
 การจําแนกประเภท หมายถึง การจัดระเบียบของแตละสิ่งเขาเปนหนวย ซ่ึงประกอบดวย
ลักษณะเหมือน ๆ กันที่แตกตางจากหนวยอ่ืน ๆ 
  

สําหรับการศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรีย นิยมใชหนังสือ Bergey , s Manual of 
Determinative Bacteriology ซ่ึงฉบับที่ใชปจจุบันเปนฉบบัพิมพคร้ังที่ 9 ป ค.ศ. 1994 (Holt, 1994)
เปนมาตรฐานอางอิงในการจัดจําแนกแบคทีเรีย ซ่ึงจัดแบคทีเรียอยูในอาณาจักรโมเนอรา ตามที่ 
Whittaker จัดแบงสิ่งมีชีวิตไว 5 อาณาจักรตามความตองการสารอาหารและการสรางพลังงาน แต
เปลี่ยนชื่อเรียกอาณาจกัรโมเนอราวา โปรคารีโอตี (Procaryotae) เนื่องจากเปนอาณาจักรของ
ส่ิงมีชีวิตที่มีเซลลเปนแบบโปรคารีโอท 
 
การตั้งชื่อสิ่งมชีีวิต (Nomenclature) 
 
 การตั้งชื่อวิทยาศาสตร (Scientific name) ของสิ่งมีชีวิตใหเปนที่ยอมรับกันทั่วโลก มี
ขอตกลงระหวางประเทศโดยกําหนดเปนรหัสนานาชาติ ซ่ึงมีการตั้งกฎของการตั้งชื่อแบคทีเรียและ
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ไวรัสออกมาเปนรหัส เรียกวา The International Code of Nomenclature of Bacteria and Viruses 
ตอมาแยกเปน The International Code of Bacteria ในป ค.ศ. 1974 
 
 หลักเกณฑของการตั้งชื่อวิทยาศาสตร (Principles of Nomenclature) สรุปไดดังนี ้

1.  ส่ิงมีชีวิตแตละชนิดทีแ่ตกตางกันจัดวาเปนชนิด (species) หนึ่ง 
2.  ใชหลักลําดับกอนหลัง (priority) คือ ตองสืบคนหลักฐานคนที่พบ และตั้งชื่อไวกอน ช่ือ

ที่ถูกตองเรียกวา วาลิด (valid) ซ่ึงตองมีการตีพิมพอธิบายลักษณะของชนิดเปนภาษาละตินที่เรียกวา 
Latin diagnosis 

3.  การกําหนดชื่อวิทยาศาสตรระดับชนิด แบคทีเรียใชหลักเกณฑเดยีวกับพืชและสัตว คือ 
ใชระบบไบโนเมียล (Binomial system หรือ Binomial nomenclature) ซ่ึงประกอบดวยคําที่เปน
ภาษาละตนิ 2 คํา คําแรกเปนชื่อสกุล คําหลังเปนคําคุณศพัทขยายคําหนาที่เรียกวา specific epithet 
เปนคําที่แสดงคุณสมบัติหรือลักษณะบางประการของสิ่งมีชีวิตนั้น ผูนาํหลักเกณฑนีม้าใชเปนคน
แรกคือ Carolus Linnaeus 

4.  ช่ือวิทยาศาสตรระดับสกุลใหเขียนเปนตัวเอน (italic) หรือถาไมมีตัวเอนใหขีดเสนใต 
และขึ้นตนดวยอักษรตวัพิมพใหญ 

5.  specific epithet ขึ้นตนดวยอักษรตวัเล็ก เปนตัวเอนหรอืขีดเสนใต เขยีนแยกจากชื่อสกุล
และจะเขียนเดีย่ว ๆ ไมได ตองเขียนคูช่ือสกุลเสมอ 

6.  ช่ือที่นําไปใชตองเปนไปตามกฎที่ตั้งไวจึงจะถูกตอง 
 

 ช่ือวิทยาศาสตรของแบคทีเรียใชระบบการตั้งชื่อแบบไบโนเมียล เชนเดียวกับพืชและสัตว 
คือ ช่ือหนาเปนสกุล (genus) ขึ้นตนดวยอักษรตัวพิมพใหญใชตัวเอนหรอืขีดเสนใตแทน คําที่ใชจะ
เปนภาษาละตนิหรือกรีก ถาเปนคําที่บัญญัติใหมใหใชคําประสมที่มีรากศัพทมาจากภาษาละตนิหรือ
กรีก 

 ในแบคทีเรียบางชนิดมีความแตกตางระดับชนิดได จึงแบงออกเปน varieties หรือสายพนัธุ
ตาง ๆ ได เชน Streptococcus lactis สายพนัธุที่มีกล่ินเหมือนขาวมอลต คือ S. lactis var. maltigens 
และพวกทีย่อยเจลาตินไดคอื S. faecalis var. liquefaciens  
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การจัดจําแนก (Identification) 
 
 เมื่อแยกแบคทเีรียไดจากตวัอยางแลว ในทางปฏิบัติตองทําใหเชื้อบริสุทธิ์ แลวศึกษา
สัณฐานวิทยา เชน รูปราง การเรียงตัวของเซลล การติดสีแกรมเปนการวินิจฉยัเบื้องตน จากนัน้
ทดสอบสมบัติทางชีวเคมี เชน ความสามารถในการใชน้ําตาลตาง ๆ เปนแหลงคารบอน การสราง
เอนไซมบางชนิด ความสัมพนัธกับออกซิเจน และอื่น ๆ เทาที่จําเปน แลวนําสมบัติที่ทดสอบไดของ
แบคทีเรียที่ไมทราบชนิดไปเปรียบเทียบกบัคุณสมบัติของแบคทีเรียทีท่ราบชนิดแลว ซ่ึงเปน
แบคทีเรียที่ไดมีการบรรยายลักษณะตาง ๆ ไวอยางครบถวนในหนังสือคูมือ เชน Bergey,s  Manual 
of Determinative Bacteriology 
 
หลักเกณฑการจัดจําแนกแบคทีเรีย 

 
 การจัดจําแนกแบคทีเรียตามวิธีของ Bergey , s Manual of Determinative Bacteriology 
ฉบับพิมพคร้ังที่ 9 ป ค.ศ. 1994 (Holt, 1994) อาศัยการพจิารณาสมบัตติาง ๆ ของแบคทีเรีย ดังนี ้
 

1.  ความตองการสารอาหาร (Nutritional requirement) 
 
  แบคทีเรียมีความตองการสารอาหารแตกตางกัน บางชนดิตองการอาหารที่ซับซอนแตบาง
ชนิดก็เจริญไดในอาหารที่งาย ๆ แบคทีเรียสามารถดํารงชีวิตอยูไดทุกรูปแบบ ลักษณะการดํารงชวีติ
แบงตามความตองการแหลงพลังงานและแหลงคารบอน ไดเปน 4 ประเภท แสดงดงัตารางผนวกที่ 
ค2  แบคทีเรียที่ศึกษามากในหองปฏิบัติการทั่วไปเปนพวกที่มีการดํารงชีวิตแบบchemoheterotroph  
 
  อาหารเลี้ยงเชือ้ (culture medium) ทั่วไป ประกอบดวยธาตุอาหารที่ชวยในการเจริญของ 
จุลินทรีย อาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดมีเพยีงเกลืออนินทรีย แตบางชนิดตองเติมสารสกัดจากเนื้อสัตว 
เชน beef extract หรือสารสกัดจากพืช เชน malt extract หรือสารสกัดจากจุลินทรีย เชน yeast 
extract 
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2.  ความตองการทางกายภาพ (Physical requirement) 
 

  สภาพแวดลอมทางกายภาพที่เกี่ยวของกับการเจริญของแบคทีเรีย เชน อุณหภูมิ อากาศ แสง 
ความเปนกรด-ดาง ความตองการแกสบางชนิด สภาพทางกายภาพ สามารถนํามาใชเพือ่การจําแนก
ประเภทของแบคทีเรียได เชน แบคทีเรียทีเ่จริญไดในบรรยากาศที่มีออกซิเจนเรยีกวา aerobic 
bacteria แบคทีเรียที่ไมสามารถเจริญในบรรยากาศที่มีออกซิเจนไดเรียกวา anaerobic bacteria หรือ
แบคทีเรียที่เจริญไดทั้งในทีม่ีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนเรียกวา facultative anaerobic bacteria 
หรือแบคทีเรียที่เจริญไดดใีนที่มีออกซิเจนเล็กนอยเรียกวา microaerophilic bacteria นอกจากนี้อาจ
แบงแบคทีเรียไดเปน 3 กลุม ตามการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ แบคทีเรียที่ชอบเจริญที่อุณหภูมิสูง 
เรียกวา thermophilic bacteria แบคทีเรียทีช่อบอุณหภูมปิานกลางเรียกวา mesophilic bacteria และ
แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต่ําเรียกวา psychrophilic bacteria 

 
3.  ลักษณะเฉพาะเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Cultural characteristic) 

 
  เซลลหนึ่งของแบคทีเรียจะเจริญขึ้นรวมเปนกลุมกอนที่เรียกวา โคโลน ีจนสามารถมองเห็น
ดวยตาเปลา ทาํใหสามารถศึกษาลักษณะของเชื้อจากโคโลนี เชน ความดาน ใส ขุนทบึ ใหรงควัตถุ
เปนเม็ดละเอียดหรือหยาบ ขอบเขตการเจรญิกระจายออกหรือเปนจุดเล็ก ๆ มีลักษณะขอบเรียบ
หรือขรุขระ เปนเมือกหรือแหง หรือเปนเกล็ด นอกจากนีลั้กษณะการเจริญในอาหารแข็งหนาตัด
ตรง (stab culture) หรือในอาหารเหลว (broth culture) สามารถชวยในการจําแนกได 

 
 4.  ลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic)  

 
 ลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวทิยาของเซลลแบคทีเรีย เปนคุณสมบัติที่ไมสามารถมองเห็น
ดวยตาเปลา ตองดูดวยกลองจุลทรรศน และแบคทีเรียโดยทั่วไปที่ศกึษากันมากที่สุด อยูในอนัดับ 
Eubacteriales มีขนาดเปนไมครอน ตองใชกําลังขยายประมาณ 1000 เทา โดยใชเลนสหัวน้ํามัน (oil 
immersion len) จึงจะเหน็รูปรางเปนทอน กลม หรือเกลียว การจัดเรยีงตัว รวมทั้งศกึษาวาแบคทีเรีย
มีการสรางสปอร สรางแคปซูล (capsule) หรือเกราะ (cyst) และดูชนดิของแฟลกเจลลา (flagella) ถา
ตองการศึกษาโครงสรางภายในเซลลตองใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
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5.  ลักษณะเฉพาะของเมแทบอลิซึมและลักษณะทางชวีเคมี (Metabolic or biochemical 
characteristic) 
 
  การศึกษาเมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย นอกจากดูวาจุลินทรียใหประโยชนหรือใหโทษแลว 
ยังอาจนํามาใชในการจดัจําแนกแบคทีเรียดวย เพราะแบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการยอย
สารอาหารตางกัน การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่ใส
ธาตุอาหารบางชนิดลงไป แลวสังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน การเปลี่ยนสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ การเกิดกรด เกิดแกส เกดิสารบางชนิด ทําใหทราบถึงปฏิกิริยาเคมทีี่เกิดขึ้น
ภายในเซลลแตละขั้นตอนได 
 
  การทดสอบลักษณะทางชวีเคมี ไดแก การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase 
test) การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (oxidase test) การทดสอบการสรางเอนไซมโคแอก
กูเลส (coagulase test) การทดสอบ MR (methyl red test) การทดสอบ VP (Voges-Proskauer test) 
การทดสอบอินโดล (indole test) การทดสอบการใชซิเตรต (citrate utilization test) การทดสอบการ
ใชอะซิเตต (acetate utilization test) การทดสอบการใชมาโลเนต (malonate utilization test) การ
ทดสอบการยอยอารจินิน (arginine dihydrolase test) การทดสอบการยอยเจลาติน (gelatin 
liquefaction test) การทดสอบการยอยแปง (starch hydrolysis test) การทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
(nitrate reduction test) การทดสอบการสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S production test) การ
ทดสอบการสรางเอนไซมยรีูเอส (urease test) การทดสอบการสรางเอนไซมดีคารบอกซิเลส 
(decarboxylase test) การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต (carbohydrate fermentation test) การ
ทดสอบการออกซิไดสและการหมัก (oxidation-fermentation test) เปนตน 
 

 6.  ลักษณะเฉพาะของสวนประกอบทางเคมี (Chemical composition characteristic) 
 
  โครงสรางตาง ๆ ของเซลลแบคทีเรีย อาจมลัีกษณะเฉพาะที่แตกตางกัน ซ่ึงปจจุบันมี
เทคนิคทันสมัยที่ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางของเซลลแบคทีเรีย เชน แบคทเีรียแกรมบวก
และแกรมลบมีสวนประกอบทางเคมีของผนังเซลลแตกตางกัน รวมทัง้ความแตกตางกนัของสาร
พันธุกรรมและสารที่เปนสวนประกอบภายในเซลล 
 
 



 30 

 7. การเปนแอนติเจน 
 
  การศึกษาสมบัติของแบคทีเรียเกี่ยวกับปฏิกิริยาแอนติเจน-แอนติบอดี เปนการศึกษา
ความสามารถของแบคทีเรียในการเปนแอนติเจน โดยฉดีแบคทีเรียเขาไปในสัตวทดลองแลว
ตรวจสอบดูวาสัตวทดลองมีการสรางแอนติบอดีในซีรัมหรือไม ซ่ึงปฏิกิริยานี้เปนปฏิกิริยาที่มี
ความจําเพาะสงู และมีประโยชนมากในการแยกแบคทีเรีย ซ่ึงอาจแยกความแตกตางระหวางสาย
พันธุได 

 
 8. ลักษณะเฉพาะทางพันธกุรรม (Genetic characteristic) 

 
  การจําแนกประเภทแบคทีเรียที่สมบูรณทีสุ่ด ควรศึกษาเกี่ยวกับสารพนัธุกรรม เพื่อการ
จําแนกประเภทแบคทีเรียใหเขาใกลระบบธรรมชาติมากที่สุด โดยทั่วไปใชการศึกษา 2 วิธี คือ การ
วิเคราะหหาปริมาณกรดนวิคลีอิก โดยหาปริมาณของ guanine และ cytosine ในเซลล และการหา
ความสัมพันธของปฏิกิริยาระหวาง DNA กับ DNA หรือระหวาง DNA กับ RNA ของแบคทีเรียตาง
ชนิดกัน ในการเกิด DNA-DNA hybridization หรือ DNA-RNA hybridization เพื่อหาความสัมพันธ
ระหวางแบคทเีรียตางชนิดกนั นอกจากนีก้ารศึกษาถึงขนาดของจีโนม (genome) ก็สามารถชวยใน
การจําแนกประเภทได 
 

สําหรับในประเทศไทย มีการศึกษาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียนอยมากทั้งในดานการแยก
เชื้อ ความหลากหลายทางอนกุรมวิธาน ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี รวมถึงพันธุกรรมของ
แบคทีเรียกลุมนี้ โดยเฉพาะอยางยิ่ง เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ดังนั้นในการศึกษา
คร้ังนี้ไดทําการแยกและคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงจากธรรมชาติ เนื่องจาก
ประเทศไทยเปนประเทศทีอ่ยูในเขตรอน จึงคาดวาจะสามารถแยกเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียไดใน
ปริมาณมาก เพื่อนํามาคัดเลอืกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถตรึงฟอรมาลดีไฮดไดดีที่อุณหภูมิ
สูง และศึกษาเอนไซมสําคัญในวิถีการเปลีย่นแปลงเมทานอลและการตรึงฟอรมาลดีไฮด รวมทั้ง
การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่คัดเลือกไดดวย ซ่ึงผลการทดลองที่ไดจะ
เปนขอมูลเบื้องตน เพื่อเปนแนวทางในการศึกษาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมสูิงเพื่อ
นําไปใชประโยชนตอไป 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1.  แบคทีเรียท่ีใชในการทดลอง 
 
เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีแ่ยกไดจากธรรมชาติ ไดแก ดนิ เปลือกไม ใบไม และดอกไม 

เปนตน 
 
2.  การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียท่ีสามารถใชเมทานอลเพื่อการเจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส 

 
2.1 ช่ังตัวอยาง 1 กรัม ใสลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) 

(ภาคผนวก ก) ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร บรรจุใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบน
เครื่องเขยาแบบหมุน ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 

 
2.2 ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากขอ 2.1 ลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมเชื้อเชนเดยีวกับขอ 2.1 แลว 
streak เชื้อจาก Erlenmeyer flask เดิมที่บมครบ 3 วัน จากขอ 2.1 ลงบนอาหารแข็งที่มเีมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นต (เหมือนอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต แตใสวุน 15 กรัมตอลิตร) บมที่ 45 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วนั หรือจนกวาจะพบโคโลนขีองเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 

2.3 ทําซ้ําขอ 2.2 อีก 2 คร้ัง 
 

2.4 รวบรวมเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีพ่บวาเจริญไดบนอาหารแข็งทีม่ีเมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นต ที่ 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีลักษณะโคโลนีแตกตางกัน แลวเขี่ยเชื้อใหบริสุทธิ์บนอาหาร 
NA 
 

2.5 เก็บเชื้อที่รวบรวมไดไวบนอาหาร NA ที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
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3.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียซ่ึงสามารถเจริญไดในอาหารเหลวที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 
และ 60 องศาเซลเซียส) 
 

3.1 นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่รวบรวมไดจากขอ 2 มาคัดเลือกเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงที่สามารถใชเมทานอลเพื่อการเจริญไดที่ 45 50 55และ60 องศาเซลเซียส
โดยเล้ียงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เปนเวลา 3 วัน และตรวจการ
เจริญโดยการดูความขุนผานเสนดําที่มีความหนา 0.1 มิลลิเมตร รายงานผลการเจริญ ดังนี ้

 
-      หมายถึง   ไมมีการเจริญ 
+1   หมายถึง   มีการเจริญนอยมาก 
+2   หมายถึง   มีการเจริญนอย 
+3   หมายถึง   มีการเจริญด ี
+4   หมายถึง   มีการเจริญดีมาก 
 

3.2 คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่มีการเจริญดีและดีมากเพื่อศกึษาในขั้นตอไป 
 
4.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงู 

 
4.1 เพาะเชื้อเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่รวบรวมไว ลงบนอาหาร NA (ภาคผนวก ก) บมที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน เพื่อใชเปนกลาเชื้อ 
 

4.2 ถายเชื้อลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมุน ที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง แยกเซลลดวยเครื่องหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที แลวลางเซลลดวยน้าํกลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นเตรียมเซลลแขวนลอยในน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อเพื่อใชเปนกลาเชื้อ 
 

4.3 เพาะกลาเชื้อลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน
Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยปรับปริมาณเชื้อเร่ิมตนใหมคีวามขุนที่ความยาวคลื่น 610 
นาโนเมตร (OD610) เทากับ 0.1 โดยการคํานวณจากสูตร 
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N1V1 = N2V2         เมื่อ 
N1 = คาความขุนของเซลลแขวนลอยของกลาเชื้อ 
N2 = คาความขุนของเซลลแขวนลอยในอาหารสําหรับหมัก 
V1 = ปริมาตรกลาเชื้อที่ตองใช 
V2 = ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับหมัก 
 

  4.4 บมบนเครื่องเขยาแบบหมุน ที่ 37 45 50 และ55 องศาเซลเซียส ความเร็ว 170 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 วัน 

 
4.5 ตรวจการเจริญโดยวดัคา OD610 ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง 

 
4.6 นําคา OD610 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง OD610 กับเวลา จากนัน้คํานวณ

อัตราการเจริญจําเพาะ (μ) ในชวง exponential phase ของการเจริญ ซ่ึงคือ คาอัตราการเจริญจําเพาะ
สูงสุด (μmax) ของจุลินทรีย ณ สภาวะที่ศกึษา 

 
4.7 คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง จากเกณฑการพิจารณา คือ ตองมีคา

μmax ที่ 37 องศาเซลเซียสมากกวาคา μmax ที่อุณหภูมิสูงกวา (45-60 องศาเซลเซียส) 
 
 4.8 เก็บแบคทเีรียที่มีคุณสมบัติดังกลาวไวศึกษาในขั้นตอไป 
 
5.  การศึกษาสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลลของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงท่ี
คัดเลือกได 

 
ศึกษาสัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอ 4.8 โดยดู

ลักษณะการเจริญที่ปรากฏบนหรือในอาหาร NA (ภาคผนวก ก) เชน รูปรางของโคโลนี ขนาด สี 
โดยเล้ียงที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ขณะเดียวกัน ศกึษาลักษณะของเซลล เชน 
รูปราง ขนาด การติดสีแกรม (ภาคผนวก ก) และศกึษาการสรางเอนโดสปอรโดยการยอมเอนโด
สปอร (ภาคผนวก ก) 
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6.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงูท่ีเจริญไดในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดความ
เขมขนสูง 
 
 การคัดเลือกทาํโดยการทดสอบการเจริญในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดย
ปริมาตร) และเติมฟอรมาลดีไฮดใหมีความเขมขนตาง ๆ คือ 0.01-2.5 มิลลิโมลาร  

 
6.1 เตรียมกลาเชื้อตามวิธีในขอ 4.1-4.2  
 
6.2 เพาะกลาเชื้อลงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต และเติมฟอรมาลดีไฮดใหมี

ความเขมขนตาง ๆ ปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนใหมีคา OD610 เทากับ 0.1 โดยการคํานวณจากสูตรในขอ 4.3 

 
6.3 บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนความเรว็ 170 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง 
 
6.4 ตรวจการเจริญโดยวดัคา OD610 ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง 

 
6.5 คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในสภาวะที่มคีวามเขนขนสงูโดย

ใชเกณฑในการพิจารณา คือ ตองมีคา OD610 เพิ่มขึ้นจากคาเริ่มตนเปนสองเทา จึงจะถอืวาแบคทีเรีย
มีการเจริญได 
 
7.  การศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดไีฮดในอาหารเหลวที่มีเมทา
นอล 1 เปอรเซ็นต ท่ี 45 องศาเซลเซียส 

 
เตรียมกลาเชื้อของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอ 4 ตามวิธีในขอ 4.1-4.2 

แลวทําการทดลองเชนเดียวกบัขอ 4.3-4.5 แตบมเชื้อที่ 45 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทกุ ๆ 2 
ช่ัวโมง เพื่อตรวจวิเคราะหดังนี้ 

 
7.1 คา OD610 ที่เวลาตาง ๆ 
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7.2 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเซลล ตามวิธีของ Bradford (1976) 
 
7.3 กิจกรรมของเอนไซม methanol dehydrogenase (MDH) ตามวิธีของ Arfman et al. 

(1990) 
 
 7.4 ปริมาณเมแทบอไลทที่เกี่ยวของกับการใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน ไดแก เมทานอล ตามวิธีของ Murdanoto et al. (1997) และฟอรมาลดีไฮด ตามวิธีของ 
Nash (1953) 
 
8.  การตรึงฟอรมาลดีไฮดท่ี 45 องศาเซลเซียส โดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง 
 

เตรียมกลาเชื้อของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอ 4 ตามวิธีในขอ 4.1-4.2 
แลวทําการทดลองเชนเดียวกบัขอ 4.3-4.5 แตบมเชื้อที่ 45 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทกุ ๆ 2 
ช่ัวโมงมาทําการตรวจวิเคราะหดังนี ้

 
8.1 คา OD610 ที่เวลาตาง 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 ปริมาณฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ และภายในเซลล ตามวิธีของ Nash (1953) 
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9.  การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงูท่ีคัดเลือกได 
 

9.1 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลและโคโลนีและการทดสอบสมบัติทางชีวเคม ี
 
ใชวิธีการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลและโคโลนีรวมกับการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

บางประการ ไดแก การเจริญในสภาพไรออกซิเจน การทดสอบคะตะเลส (catalase test) การ
ทดสอบVP (Voges-Proskauer test) การทดสอบอินโดล (indole test) การทดสอบการใชซิเตรท 
(citrate utilization test) การทดสอบการยอยแปง (starch hydrolysis test) การทดสอบการรีดิวซไน
เตรท (nitrate reduction test) การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต (carbohydrate fermentation test) 
การเจริญที่สภาวะที่มีเกลือ 5 และ10 เปอรเซ็นต และการเจริญที่ 5 และ10 องศาเซลเซียส 

 
9.2 การจัดจําแนกทางพันธกุรรมโดยการหาลําดับเบสของ 16S rDNA แลวเปรียบเทยีบ

ความเหมือนกบัลําดับเบสของแบคทีเรียจากฐานขอมูล 
 
นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไปวเิคราะหหาลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA 

โดยสงตัวอยางวิเคราะหที่หนวยบริการจัดจําแนกแบคทีเรีย หนวยปฏิบตัิการ KU Vector  คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน และจดัจําแนกโดยเปรียบเทียบลําดับเบสที่
วิเคราะหไดกบัลําดับเบสจากฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn จาก www. ncbi. 
nlm. nih. gov 

 
หลักการของการหาลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA คือ การหาลําดบัเบสของ 16S 

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

ของลําดับเบสที่อานไดประมาณ 700 คูเบส 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) ติดฉลากดวยสีฟลูออเรนต 4 สีที่
ตางกันและหลังจากที่ทํา DNA ใหบริสุทธิ์ หลังจากปฏิกิริยาของการหาลําดับเบสแลว นําไปทํา
อิเลกโทรโฟรีซีสดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (DNA sequencer, ABI 377) ตรวจสอบลําดับเบส
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และแกไขใหถูกตองโดยใชโปรแกรม DNASIS V3.7 นําลําดับเบสในสวนของ variable ความยาว
ประมาณ 700 ถึง 800 เบส ไปใชเปรียบเทยีบกับลําดับเบสของ 16S rDNA จากฐานขอมูล 
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ผลเเละวิจารณ 
 

1.  การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียท่ีสามารถใชเมทานอลเพื่อการเจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส 
 
 การเเยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในการทดลองนี้ใชความสามารถในการเจริญบนอาหาร 
แข็งที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 45 องศาเซลเซียส เพื่อคัดเลือกใหไดเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง โดยสามารถแยกเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียได
จํานวน 76 ไอโซเลท จากตัวอยางที่เก็บจากธรรมชาติจํานวนทั้งสิ้น 20 ตัวอยาง ดังตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1  การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถใชเมทานอลเพือ่การเจริญไดที่ 45 องศา 
  เซลเซียส บนอาหารแข็งที่มเีมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) บมนาน 3 วัน 

 
ตัวอยาง

ที่ 
ชนิดของตัวอยาง จังหวดัที่เก็บ 

ตัวอยาง 
จํานวนไอ
โซเลทที่
แยกได 

รหัสเชื้อที่แยกได 

1 ดินบริเวณปาเต็งรัง นครราชสีมา 4 TE1, TE2, TE3, 
TE4 

2 ดินบริเวณปาสะแกราช นครราชสีมา 9 SA1, SA2, SA3, 
SA4, SA5, SA6, 
SA7, SA8, SA9 

3 ดินบริเวณปาเต็งรัง2 นครราชสีมา 3 TB1, TB2, TB3 
4 ดินบริเวณตนไม A70068 

ของปาเต็งรัง 
นครราชสีมา 9 SB1, SB2, SB3, 

SB4, SB5, SB6, 
SB7, SB8, SB9 

5 ดินบริเวณปาเต็งรัง 1 นครราชสีมา 7 TA1, TA2, TA3, 
TA4, TA5, TA6 , 
TA7 

6 ดินบริเวณวัดเขื่อนลําพระ
เพลิง 

นครราชสีมา 1 SC1 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
ชนิดของตัวอยาง จังหวดัที่เก็บ 

ตัวอยาง 
จํานวน 
ไอโซเลท
ที่แยกได 

รหัสเชื้อที่แยกได 

7 ดินบริเวณปาเต็งรัง 4 นครราชสีมา 5 TD1, TD2, TD3, 
TD4, TD5 

8 ดินบริเวณตนไม HO177 ปา
สะแกราช 

นครราชสีมา 3 SD1, SD2, SD3 

9 ดินบริเวณตนไม A40112 ปา
สะแกราช 

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

10 ดินบริเวณปาเต็งรัง 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 ใบมะมวง กรุงเทพมหานคร - - 
19 เปลือกตนมะมวง กรุงเทพมหานคร - - 
20 เปลือกตนชมพู กรุงเทพมหานคร - - 

 
หมายเหต ุ -  หมายถึง ไมพบการเจริญของแบคทีเรีย 
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 การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจากตวัอยางที่เก็บจากธรรมชาติจํานวน 20 ตัวอยาง ดัง
แสดงในตารางที่ 1 นั้น สามารถแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดจํานวนทั้งสิ้น 76 ไอโซเลท โดย
พบวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจํานวนมากแยกไดจากตวัอยางดิน ซ่ึงแสดงใหเห็นวาดินเปนแหลง
อุดมสมบูรณที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกลุมนี้ ทั้งนี้อาจเนือ่งมาจากการที่ในดนิมีทั้งเศษ
ไม เศษหญาทีม่ีลิกนินและเพกทินอยู ซ่ึงสารอินทรียเหลานี้จะมีสารเมทิลเอสเทอรและเอสเทอร ที่
จะถูกไฮโดรไลซไดเปนเมทานอลซึ่งเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพื่อการเจริญของเมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรีย ดังนัน้จึงทําใหตรวจพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียอาศัยอยูเปนจํานวนมากใน
ตัวอยางดิน  
 
 Kato and Miyamoto (1988) แยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจากตวัอยางดิน โดยจัดจําแนก
เปน Mycobacterium gastri ซ่ึงจัดเปน facultative methylotroph ที่สามารถเจริญไดในสภาวะที่มีเม
ทานอล เอทานอล กลีเซอรอล ซัคซิเนต และกลูโคส แตไมสามารถเจริญในสภาวะทีม่ีมีเทน 
 
 Dijkhuizen et al. (1988) แยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Bacillus methanolicus จากตัวอยาง 
ดิน น้ําทิ้ง และน้ําพุรอน และพบวาเปนแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน 
และสามารถสรางเอนโดสปอรได 
 
 de Marco et al. (2004) นําตัวอยาง ดิน จากแมน้ํา ทะเลสาบ โรงงานอุตสาหกรรมที่มีการ
ปนเปอนของสารเคมี และเหมืองแร มาทาํการแยกเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียได 31 ไอโซเลท ซ่ึงเมื่อ
จัดจําแนกแลวพบวาเปนแบคทีเรียในจีนัส Arthrobacter, Mycobacterium, Rhodococcus, 
Methylobacterium, Methylophilus, Ancylobacter, Pseudomonas, Xanthobacter และ 
Hyphomicrobium 
 
 Mitsui et al. (2005) แยกไดเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Methylobacterium sp. MF1 จาก
ตัวอยางดิน เมือ่แยกเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีฟอรมาลดีไฮดเปนแหลงคารบอน  
 
 Chongcharoen et al. (2005) ศึกษาการใชฟอรมาลดีไฮดโดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
Methylobacterium สายพันธุ BIP ซ่ึงแยกไดจากน้าํทิ้งจากการผลิตฟอรมาลดีไฮดของบริษัท BIP ใน
ประเทศอังกฤษ และ Methylobacterium สายพันธุ ROS1 ซ่ึงเปนแบคทเีรียที่คัดเลือกไดใน
หองปฏิบัติการวาใชเมทานอลและฟอรมาลดีไฮดได โดยแบคทีเรียทัง้ 2 สายพันธุเจรญิไดในอาหาร 
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nitrate mineral salt และอาหาร ammonium mineral salts ในสภาวะที่มฟีอรมาลดีไฮดเขมขนสูง 58
มิลลิโมลาร ที่ 30 องศาเซลเซียส 
 
  จากผลการทดลองในตารางที่ 1 พบวาอาจแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียไดจากตวัอยาง
ธรรมชาติชนิดอื่นนอกจากดิน เชน ดอกไม แตพบเปนจาํนวนนอย สวนใบไมและเปลือกไมที่นํามา
แยกนั้น ไมพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย ซ่ึงอาจเปนเพราะใบไมและเปลือกไมมีเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียจํานวนนอยกวาในตัวอยางดิน และการเก็บตวัอยางธรรมชาติเพื่อการศึกษาครั้งนี้ทํา
ในชวงถดหูนาวซึ่งมีอุณหภมูิต่ํา เมื่อนําตัวอยางมาแยกเชือ้ที่ 45 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมิสูง จึง
ไมพบเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ตองการ มีรายงานการแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียจากใบไม 
เชน Methylobacterium extorquens ซ่ึงเปนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียชนดิแรกที่ไดมีการคนพบ 
(Bratina and Richard, 1992) เปนแบคทเีรียที่มีโคโลนีสีชมพู สามารถเจริญในเมทานอล เมทิลเอมีน 
และสารประกอบคารบอนอื่น ๆ นอกจากนี้ยังมีรายงานการคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียที่แยก
ไดจากบริเวณผิวใบไม คือ M. mesophylicum เปนแบคทีเรียที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน และ
จัดเปน Pink-Pigmented Facultative Methylotroph (PPFM) ที่มีความสัมพันธกับพืช โดยสามารถ
ผลิต cytokinin ซ่ึงเปนฮอรโมนพืชได (Lidstrom and Chistoserdova, 2002) 
 
 การแยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใชเมทานอลเพื่อการเจริญไดที ่45 องศาเซลเซียส บน
อาหารแข็งที่มเีมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เปนเพียงการยนืยันเบื้องตนเทานั้นวา
แบคทเีรียที่รวบรวมไดสามารถเจริญโดยใชเมทานอลไดจริง ซ่ึงการศึกษาเมแทบอลิซึมของการใช
เมทานอลและการตรึงฟอรมาลดีไฮดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียนัน้ จําเปนตองทําในอาหารเลีย้ง
เชื้อชนิดเหลว ดังนั้นจึงตองคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดในอาหารเหลวที่มีเมทา 
นอลตอไป 
 
2.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียซ่ึงสามารถเจริญไดในอาหารเหลวที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 
และ 60 องศาเซลเซียส) 
 
 นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 76 ไอโซเลท ที่แยกไดจากขอ 1 มาทดสอบความสามารถใน
การเจริญเมื่อเล้ียงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่อุณหภูมิสูง (45 50 
55 และ 60 องศาเซลเซียส) โดยเลี้ยงใน Erlenmeyer flaskและใหอากาศโดยการเขยา เก็บตัวอยางเมื่อ
เล้ียงแบคทีเรียเปนเวลา 3 วัน ไดผลดังตารางที่ 2  
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ตารางที่ 2  การเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 และ 60 องศาเซลเซียส) 
     ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร  
      ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุที่ความเรว็ 170  
      รอบตอนาที เปนเวลา 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  (ตอ) 
 

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  (ตอ) 
 

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  (ตอ) 
 

อุณหภูมิ ( °C ) 
รหัสเชื้อ 

45 50 55 60 
KA3 +2 - - - 

 
หมายเหต ุ ตรวจการเจริญโดยพิจารณาความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรียเจรญิผานเสนดําที่ 
      มีความหนา 0.1 มิลลิเมตร รายงานผลดังนี้ 

 -     หมายถึง   ไมมีการเจริญ 
+1   หมายถึง   มีการเจริญนอยมาก 
+2   หมายถึง   มีการเจริญนอย 
+3   หมายถึง   มีการเจริญด ี
+4   หมายถึง   มีการเจริญดีมาก 

 
  เมื่อนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดบนอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 45 องศาเซลเซียส จํานวน 76 ไอโซเลท มาทดสอบการเจริญในอาหาร
เหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่อุณหภูมิสูง (45 50 55 และ 60 องศาเซลเซียส) 
พบวามีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดดีถึงดีมากที ่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 พบวามีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท คือ 
TE2 และ D5 ที่เจริญไดดี และมี 3 ไอโซเลท คอื TE1, TD2 และ SD2 ที่เจริญไดนอย และมี 2 ไอ
โซเลท คือ TA4 และ KB5 ที่เจริญไดนอยมาก สวนการเจริญที่ 55 องศาเซลเซียส พบวามีเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดนอย 1 ไอโซเลท คือ TE2 และอีก 1 ไอโซเลท คือ D5 ที่เจริญไดนอย
มาก สวนที ่60 องศาเซลเซียสนั้น ตรวจไมพบการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่นํามาศึกษา
เลย 
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เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองจากตารางที ่1 และ 2 พบวามีเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียเจริญ
ไดบนอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) จํานวนมากกวาไอโซเลทที่เจริญได
ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่เปนเชนนีอ้าจเนื่องมาจากปริมาณ
ออกซิเจนที่จํากัดการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียบางไอโซเลทเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว โดย
ออกซิเจนมีความจําเปนสําหรับการสรางพลังงานในขั้นตอนของ electron transport system ซ่ึง
ออกซิเจนทําหนาที่เปนตวัรับอิเล็คตรอนตัวสุดทาย พลังงานที่ไดนีแ้บคทีเรียก็จะนําไปใชสําหรับ
การเพิ่มจํานวน การเคลื่อนที่ การสรางเอนโดสปอร การขนสงอาหารและกระบวนการสังเคราะห
สารประกอบตาง ๆ ที่จําเปนสําหรับการดํารงชีวิต ซ่ึงเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียมีความตองการ
ออกซิเจนในการเจริญที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย เชนกรณีของ Bacillus 
methanolicus ซ่ึงเปนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่ใชในการผลิตไลซีน เมื่อเพาะเลี้ยงในถังหมักที่มี

อัตราการใหอากาศ 0.5 vol/vol ⋅ min (ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารในถังหมกัตอนาที) อัตรา
การกวน 900 รอบตอนาทีนัน้ ตองควบคุมใหมีปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารเหลวอยางนอย 
30 เปอรเซ็นต และการเลี้ยงเชื้อในขั้นตอนของการเตรียมกลาเชื้อยังตองใชฟลาสกที่มีลักษณะพิเศษ 
คือ baffled flask ซ่ึงทําใหมกีารผสมของอากาศในอาหารเหลวไดดี เมื่อเขยาที่ความเรว็รอบ 300 
รอบตอนาที ซ่ึงสภาวะตาง ๆ เหลานี้ชวยเพิม่ปริมาณออกซิเจนในระบบ ( Lee et al., 1996) สวนใน
การศึกษาครั้งนี้เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในอาหารเหลวที่อุณหภูมิสูง 
ไดทําการเลี้ยงเชื้อใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาแบบหมุนและใช
ความเร็วรอบของการเขยาเพียง 170 รอบตอนาที ซ่ึงเปนสภาวะทั่วไปที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ จึงอาจ
สงผลใหเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียบางไอโซเลทที่ตองการออกซิเจนในปริมาณมาก ๆ ไดรับ
ออกซิเจนไมเพียงพอตอการเจริญได 
 
 นอกจากนี้เมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียจํานวน 27 ไอโซเลท ที่ไมสามารถเจริญไดในอาหาร
เหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต อาจเปนกลุมแบคทเีรียที่ถูกยับยั้งการเจริญไดโดยเมทานอลความ
เขมขน 0.5 เปอรเซ็นต สวนการพบวาแบคทีเรียกลุมนี้เคยเจริญไดในอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 
เปอรเซ็นตนั้น (ตารางที่ 1) อาจเนื่องจากในขั้นตอนการเตรียมอาหารแขง็นั้น จะเติมเมทานอลกอน
เทอาหารซึ่งอุณหภูมิขณะนัน้ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เมทานอลจึงอาจระเหยไปบาง ทําให
ความเขมขนของเมทานอลต่ํากวา 0.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงไมมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเหลานี้ 
ตัวอยางแบคทเีรียที่อาจถูกยบัยั้งการเจรญิไดดวยเมทานอลความเขมขนต่ํา ๆ เชน Bacillus sp. สาย
พันธุ C1 ตองการเมทานอลที่เหมาะสมตอการเจริญเพียง 0.2 เปอรเซ็นตเทานั้น ซ่ึงหากความเขมขน
ของเมทานอลสูงกวานี ้เมทานอลอาจยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนดินี้ได (Hektor et al., 2000)  
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 จากเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 49 ไอโซเลทที่สามารถใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและ
แหลงพลังงานเพื่อการเจริญในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) พบวามเีพียง 
24 ไอโซเลทที่มีการเจริญดีถึงดีมาก ซ่ึงอาจเปนเพราะความเขมขนของเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต ไม
มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ ทําใหเมทานอลถูกนําไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดด ี
สวนแบคทีเรียอีก 25 ไอโซเลทที่มีการเจริญไดนอยถึงนอยมากนัน้ อาจถูกยบัยัง้การเจริญโดยเมทา
นอล 0.5 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองในขั้นตอนนี้จึงคดัเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถ
เจริญไดดีถึงดมีาก (มีการเจริญในระดับ +3 และ +4) ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต ที่ 
45 องศาเซลเซียส ไวทั้งสิ้น 24 ไอโซเลท ซ่ึงคิดเปน 32 เปอรเซ็นต ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่พบวาเจริญไดบนอาหารแข็งที่มีเมทานอล 0.5 เปอรเซ็นต และบางไอโซเลทที่คัดเลือกไว
นี้ยังมีความสามารถในการเจริญไดที่ 55 องศาเซลเซียสดวย 
 
  การตรวจการเจริญของแบคทีเรียโดยพจิารณาความขุนผานเสนดําที่มีความหนา 0.1 
มิลลิเมตรนั้น ใชเพื่อการคัดเลือกเบื้องตนกรณีที่มีแบคทีเรียที่ศึกษาจํานวนมาก จากนัน้จึงนําเมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลอืกไดในขั้นตนนี้ไปศึกษาการเจริญในอาหารเหลว โดยวิธีการวัดคา
ความขุนของเซลลแขวนลอย เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงตอไป 
 
3.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงู 
 
  การทดลองนี้เปนการศึกษารปูแบบการเจรญิ และการคํานวณคาอัตราการเจริญจําเพาะ
สูงสุด (μmax) เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่สามารถทนอุณหภูมิสูง จากเกณฑการ
พิจารณา คือ ตองมีคา μmax ที่ 37 องศาเซลเซียสมากกวาคา μmax ที่อุณหภูมิสูงกวา (45-60 องศา
เซลเซียส) อาหารเหลวทีใ่ชในการทดลองนี้จะเติมเมทานอลใหมีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (โดย
ปริมาตร) ซ่ึงไดทดสอบอยางคราว ๆ แลววาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไวเจริญไดมากขึ้น 
และทําใหพิจารณารูปแบบการเจริญไดชัดเจนกวาเมื่อเล้ียงในอาหารเหลวที่เติมเมทานอลเพียง 0.5 
เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ดงัที่ใชในการทดลองขอ 1 และ 2  

 
  เมื่อนําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 24 ไอโซเลทที่คัดเลือกแลวจากขอ 2 วาสามารถเจริญ
ไดในอาหารเหลว 0.5% methanol ที่ 45 50 และ 55 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีเมทา 
นอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 45 50 และ 55 องศาเซลเซียส บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุที่



 48 

ความเร็ว 170 รอบตอนาที แลวติดตามคาการเจริญทุก ๆ 2 ช่ัวโมง โดยการวัดคา OD 610 เพื่อคํานวณ
คา μmax (ภาคผนวก ค) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3  คาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหาร 
      เหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer  
      flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที ที่ 37  
      45 50 และ 55 องศาเซลเซียส 
 

μmax ที่อุณหภมูิตาง ๆ (ตอช่ัวโมง)  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  (ตอ) 
 

μmax ที่อุณหภมูิตาง ๆ (ตอช่ัวโมง)  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 ไมพบการเจริญ 
 
  จากการศึกษาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 24 ไอ
โซเลท ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เพื่อคัดเลือกเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง พบวามีแบคทีเรีย 19 ไอโซเลท ที่มีคา μmax ที่ 37 องศาเซลเซียส มากกวา
คา 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 จึงจัดเปนเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียทน
อุณหภูมิสูง โดยในจํานวนนี้มี 5 ไอโซเลท คือ SB6  SD1  TB2  TD2 และ TE1 เจริญไดที่ 50 องศา
เซลเซียสดวย มีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท คือ SB2 และ TE2 ที่มีคา μmax ที่ทั้งสองอุณหภมูิ 
ใกลเคียงกัน และมีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท คือ D6  KA2 และ SD2 ที่มีคา μmax ที่ 45 องศาเซลเซียส 
สูงกวาที ่37 องศาเซลเซียส ดังนั้นจึงจัดเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทนี้เปนแบคทีเรีย
ชอบอุณหภูมสูิง โดย SD2 สามารถเจริญไดที่อุณหภูมสูิงถึง 55 องศาเซลเซียส 
 
 ในการคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงนี้ ทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย
ในชวงอณุหภมูิ 45-60 องศาเซลเซียส เนื่องจากแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิง หมายถึง แบคทีเรียที่
สามารถเจริญไดดีในชวงอณุหภูมิมีโซไฟล คือ 20-43 องศาเซลเซียส และสามารถเจริญไดในชวง
อุณหภูมิที่เปนเทอรโมไฟล คือ 45-65 องศาเซลเซียส (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544) 
 
 Arfman et. al. (1992) แยกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงไดที ่35-60 องศา
เซลเซียส ซ่ึงเปนแบคทีเรียสายพันธุใหมที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและเจริญไดที่ 55 องศา
เซลเซียส สรางเอนโดสปอรได ตอมาจัดจําแนกและตั้งชือ่เปน Bacillus methanolicus และมีรายงาน
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การคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงอีกสายพันธุหนึ่ง คอื B. brevis S1 ซ่ึงเจริญไดที่ 
45 องศาเซลเซียส (Yurimoto et al., 2002)  
 
  เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงสวนใหญจะเปนแบคทีเรียในจนีัส Bacillus โดย
แบคทีเรียในกลุมนี้ตางจากเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในกลุมอื่น คือ สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง 
(Arfman et al., 1992) และยังไดรับความสนใจที่จะนําแบคทีเรียในกลุมนี้ไปผลิตสารที่มีประโยชน
ในทางอุตสาหกรรมเพราะ แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง สามารถชวยลดตนทุนของระบบหลอเย็นใน
การผลิตในระดับอุตสาหกรรมไดถึง 18-40 เปอรเซ็นต เชน การผลิตไลซีน เปนตน (Lee et al., 
1996) สวนเมทิลโลโทรฟกในกลุมอื่นที่มกีารศึกษากันคอนขางมาก ทัง้ในแงของเมแทบอลิซึมและ
การปรับแตงพนัธุกรรม ไดแก Methylobacterium extorquens AM1 เจริญไดที่อุณหภมูิชวง 28-37 
องศาเซลเซียส แตพบวาไมเจริญที่อุณหภมูสูิงกวา 37 องศาเซลเซียส (Marx et al., 2003)  
 
  การแยกและคดัเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงจากแหลงธรรมชาติใน
ประเทศไทยเปนที่นาสนใจ เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศในเขตรอน อากาศของประเทศไทยมี
อุณหภูมิเฉลี่ยสูงตลอดป จึงมีความเปนไปไดมากที่จะแยกไดเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูิ
สูง  
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4.  การศึกษาสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลลของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงท่ี
คัดเลือกได 
 

นําเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงทั้ง 19 ไอโซเลท ที่คัดเลือกได มาศึกษาสัณฐาน
วิทยาของโคโลนีและเซลล โดยพิจารณา รูปราง ขนาด การติดสีแกรม และตําแหนงของเอนโด
สปอรภายในเซลล ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 8-26 
 
     
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
    และการติดสแีกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
    แบคทีเรียรหสั CM1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 ภาพที่ 8 แสดงสัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM1 ซ่ึงโคโลนีรูปรางสูง
โคงคลายกระจกนูน (convex) สีครีม ขอบเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (terminal) 

(ก) (ข) (ค) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 9  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
    และการติดสแีกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
    แบคทีเรียรหสั CM3 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM3 จากภาพที่ 9 พบวา
รูปรางสูงโคงคลายกระจกนนู (convex) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามยื่นออกไปรอบ ๆ (erose) 
เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 2 ไมโครเมตร ติดสีแกรมแปรผัน (variable) พบเอน
โดสปอรกลางเซลล (central)  

 
     
    

 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั CM4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM4 รูปรางสูงโคงตรงกลางนูนเปนชัน้ที่สอง 
(umbonate) สีครีม ขอบเปนร้ิว (undulate) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 3 
ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ ไมพบเอนโดสปอร (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 เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D2 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหสั D2 มีโคโลนีรูปรางสูงโคงคลายกระจกนูน (convex) สี
เหลือง ขอบโคโลนีลักษณะคลายหนามยืน่ออกไปรอบ ๆ (erose) เซลลรูปกลม (coccus) 
เสนผาศูนยกลางสั้นกวา 0.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 11) 
 
     
    
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D4 พบวารูปรางสูงโคงคลาย
กระจกนูน (convex) สีเหลือง ขอบโคโลนีลักษณะคลายหนามยืน่ออกไปรอบโคโลนี (erose) ตวั
เซลลรูปกลม (coccus) เสนผาศูนยกลางสั้นกวา 0.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบการสราง
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 เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D5 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D5 รูปรางสูงโคงคลายกระจกนูน (convex) สี
แดงอมชมพู ขอบเรียบ (entire) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 1 ไมโครเมตร ติด
สีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 13)  
 
     
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั D7 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหสั D7 พบวา โคโลนีแบนราบ 
(flat) สีครีม ขอบโคโลนีเปนเสนยื่นออกไปโดยรอบ (filamentous) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.7 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (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 เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก)  
     รูปราง ขนาด และการตดิสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของ 
     เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA1 จากภาพที่ 15 รูปรางสูงโคงคลาย
กระจกนูน (convex) สีครีม ขอบโคโลนีมีลักษณะเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 2 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ พบเอนโดสปอรกลางเซลล (central) 
 
 
    
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั KA5 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA5 ลักษณะแบนราบ (flat) สีครีม ขอบโคโลนี
เปนร้ิว (undulate) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 4 ไมโครเมตร ตดิสีแกรมแปร
ผัน (variable) พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (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 เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั KB5 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KB5 จากภาพที่ 17 พบวาโคโลนีสูงโคง
คลายกระจกนนู (convex) สีครีม ขอบโคโลนีเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (terminal) 
 
 
    
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั SB4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 ภาพที่ 18 แสดงโคโลนีสีครีมของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 รูปรางโคโลนีไม
แนนอน (irregular) ขอบคลายหนามแหลมยื่นออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 4 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรที่ปลายเซลล (terminal)  
 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 19  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด 

และการติดสแีกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียรหัส SB6 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 

 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB6 รูปรางแบนราบ (flat) สีครีมออกเหลือง 
ขอบโคโลนีเปนร้ิว (undulate) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสี
แกรมลบ พบเอนโดสปอรตรงปลายเซลล (terminal) ดังแสดงในภาพที่ 19 
 
          
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั SD1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SD1 แสดงดังภาพที่ 20 พบวาโคโลนีสี
ครีมออกเหลือง รูปรางแบนราบ (flat) ขอบโคโลนีเปนเสนแผกระจายออก (filamentous) เซลลรูป
ทอน (rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรตรงกลาง
คอนมาทางปลายเซลล (subterminal) 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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ภาพที่ 21  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TA4 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TA4 พบวา รูปรางไมแนนอน 
(irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยืน่ออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.4 
ไมโครเมตร ยาว 2.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (ภาพที่ 21) 
 
    
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 22  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TB1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB1 (ภาพที่ 22) รูปรางสูงโคงตรงกลางนูนเปน
ช้ันที่สอง (umbonate) สีครีม ขอบแตกออกคลายรากไม (rhizoid) ตัวเซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 2.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรตรงกลางเซลล (central)  
 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 



 59 

    
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 23  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TB2 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB2 จากภาพที่ 23 พบวา
โคโลนีรูปรางไมแนนอน (irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยื่นออกไป (erose) เซลล
รูปทอน (rod) กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 2 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรที่ปลาย
เซลล (terminal)  
 
    

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 24  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TB3 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB3 พบวารูปรางไมแนนอน 
(irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยืน่ออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.5 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร (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 เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TD2 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 โคโลนีของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TD2 แสดงในภาพที่ 25 พบวารูปรางไมแนนอน 
(irregular) สีครีม ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยืน่ออกไป (erose) เซลลรูปทอน (rod) กวาง 0.6 
ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก พบเอนโดสปอรตรงกลางคอนมาทางปลายเซลล 
(subterminal)   
 
    

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 26  สัณฐานวิทยาของโคโลนี เมื่อเจริญบนอาหาร NA เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (ก) รูปราง ขนาด  
     และการติดสีแกรม (ข) และตําแหนงเอนโดสปอรภายในเซลล (ค) ของเมทิลโลโทรฟก 
     แบคทีเรียรหสั TE1 ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 สัณฐานวิทยาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE1 ดังภาพที่ 26 พบวาโคโลนีรูปราง
แบนราบ (flat) สีครีมออกเหลือง ขอบโคโลนีเปนเสนแผกระจายออก (filamentous) เซลลรูปทอน 
(rod) กวาง 0.6 ไมโครเมตร ยาว 3.5 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก ไมพบเอนโดสปอร 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 

(ก) (ค) (ข) 

10 μm 10 μm 
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 จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลพบวา เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงทั้ง 
19 ไอโซเลท ติดสีแกรมบวกจํานวน 12 ไอโซเลท คือ CM1, D2, D4, D5, D7, SB4, SD1, TA4, 
TB1, TB3, TD2 และ TE1 คิดเปน 63 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้งหมด ติดสีแกรม
แปรผันจํานวน 2 ไอโซเลท ไดแก CM3 และ KA5 คิดเปน 11 เปอรเซ็นตและตดิสีแกรมลบจํานวน 
5 ไอโซเลท ไดแก CM4,KA1, KB5, SB6 และ TB2 คิดเปน 26 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟก
แบคทเีรียทั้งหมด จะเห็นไดวาสวนใหญแลวเมทิลโลโทรฟกที่คัดเลือกไดเปนแบคทีเรียแกรมบวก 
เซลลรูปทอน ขนาดประมาณ 0.3-0.5 x 2-4 ไมโครเมตร พบไอโซเลทที่สรางเอนโดสปอรได คิด
เปน 63 เปอรเซ็นตและไมสรางเอนโดสปอร คิดเปน 37 เปอรเซ็นตของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
ทั้งหมด และในกลุมแบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอรได พบเปนแบคทีเรียแกรมบวก 7 ไอโซเลท  
แกรมแปรผัน 2 ไอโซเลท และแกรมลบจํานวน 4 ไอโซเลท เปนที่นาสังเกตวามแีบคทีเรียติดส ี
แกรมลบและสามารถสรางเอนโดสปอรได ซ่ึงสวนใหญแลวแบคทีเรียที่สามารถสรางเอนโดสปอร
ไดมักเปนแบคทีเรียที่ติดสีแกรมบวก ตําแหนงของเอนโดสปอรภายในเซลลแบคทีเรียที่ศึกษาพบได
หลายตําแหนงเชน ตรงกลาง ปลาย หรือตรงกลางคอนมาทางปลายเซลล เปนตน  
 

การศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาเปนการศึกษาขั้นตอนแรกในการจดัจําแนกแบคทีเรีย 
โดยการศึกษาลักษณะของโคโลนี เซลล ตําแหนงเอนโดสปอร จากการยอมสีแบบแกรมสามารถ
แบงแบคทีเรียออกเปน 2 กลุม ไดแก แบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบ ซ่ึงเมทิลโลโทรฟก 
แบคทีเรียที่คนพบครั้งแรก เปนแบคทีเรียติดสีแกรมบวกคือ Bacillus methylicus (Murrell and 
McDonald, 2000) ซ่ึงภายหลังจัดจําแนกเปน Methylobacterium extorquens หลังจากนั้นมีรายงาน
การคนพบเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียหลายชนิดทั้งที่เปนแบคทีเรียแกรมบวก อาทิเชน 
Mycobacterium, Bacillus, Arthrobacter และ Nocardia และเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียแกรมลบ 
อาทิเชน Methylobacillus (Bratina and Richard, 1992), Methylobacterium, Hyphomicrobium , 
Acetobacter, Paracoccus, Xanthobacter, Microcyclus , Thiobacillus และ Rhodopseudomonas 
(Anthony, 1982)  
 
 การศึกษาในขัน้ตอนตอไปเปนการนําเมทลิโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงทั้ง 19  
ไอโซเลท ไปศึกษาเพื่อคดัเลือกแบคทีเรียที่เจริญไดในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮด 
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5.  การคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงูท่ีเจริญไดในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดความ
เขมขนสูง 
 
 การทดลองสวนนี้เปนการศึกษาความสามารถของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงที่
อุณหภูมิสูงและมีฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยนาํเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีค่ัดเลือกได
จากขอ 3 มาเลี้ยงในสภาวะทีม่ีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ เพื่อหาคาความเขมขนต่ําสุดของ
ฟอรมาลดีไฮดที่ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียที่ทดสอบ (Minimal Inhibitory Concentration, MIC) 
โดยเล้ียงในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) และเติมฟอรมาลดีไฮดใหมีความ
เขมขนสุดทายอยูในชวง 0.01-2.5 มิลลิโมลาร บมที่ 45 และ 50 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาแบบ
หมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที เปนเวลา24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4 และตารางผนวกที่ ง25) 
 
ตารางที่ 4  คา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอณุหภูมิสูง 
      19 ไอโซเลท เมื่อเล้ียงในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่เติม 
      ฟอรมาลดีไฮดใหมีความเขมขนสุดทายในชวง 0.01-2.5 มิลลิโมลาร บม ที่ 45 และ 50  
      องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาแบบหมนุที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

คา MIC ของฟอรมาลดีไฮด (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 (ตอ) 
 

คา MIC ของฟอรมาลดีไฮด (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 ไมไดทําการทดลอง 
 
 จากตารางที่ 4 พบวา คา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย
จํานวน 7 ไอโซเลทที่เจริญไดที่ 50 องศาเซลเซียสนั้น มีคาตั้งแต 0.01 มลิลิโมลาร ถึง 1.0 มิลลิโม
ลาร ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับการเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียสวนใหญมคีา MIC ของ
ฟอรมาลดีไฮดสูงกวา 0.1 มิลลิโมลารแทบทั้งสิ้น (ยกเวน 2 ไอโซเลท คือ แบคทีเรียรหัส D2 และ 
TB3 ที่ไมสามารถเจริญไดที่ 50 องศาเซลเซียส) 
 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียเมื่อมีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ 
ที่ 45 องศาเซลเซียสแลว อาจแบงเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงที่ทดสอบ ออกไดเปน 2 
กลุม คือ กลุมที่ 1 มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดต่ํากวา 1.9 มิลลิโมลาร มีจํานวน 16 ไอโซเลท  กลุม
ที่ 2 มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียส สูงกวาหรือเทากบั 1.9 มิลลิโมลาร มีจํานวน 
3 ไอโซเลท คือ SB4  TE1 และ TB2 โดยพบวาแบคทีเรียรหัส TE1 และ TB2 เจริญไดในสภาวะทีม่ี
ฟอรมาลดีไฮดที่ 50 องศาเซลเซียส ดวย โดยมีคา MIC ที่ 50 องศาเซลเซียส เทากับ 0.5 และ 0.1 
มิลลิโมลาร ตามลําดับ สวนไอโซเลท SB4 นั้น ถึงแมวาจะไมสามารถเจริญไดที่ 50 องศาเซลเซียส 
แตก็พบวามีคา MIC ที่ 45 องศาเซลเซียส สูงที่สุด คือ 2.5 มิลลิโมลาร แสดงวาไอโซเลท SB4 
สามารถทนตอฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียสไดดีที่สุด เมื่อเทียบกับแบคทีเรียที่ทดสอบทั้งหมด 
จึงไดคัดเลือกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหสั SB4 TE1 และ TB2 ไวเพือ่ศึกษารูปแบบการเจริญ การ
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ใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดีไฮดในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 
45 องศาเซลเซียสตอไป 
 
 Marx et al. (2003) พบวาคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของแบคทีเรีย  
Methylobacterium extorquens AM1 มีคาเทากับ 1 มิลลิโมลาร เมื่อเล้ียงในอาหาร minimal salt ที่
เติม succinate ที่ 30 องศาเซลเซียส  
 
6.  การศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดไีฮดในอาหารเหลวที่มีเมทา 
นอล 1 เปอรเซ็นต ท่ี 45 องศาเซลเซียส 
 
 การศึกษารูปแบบการเจริญ การใชเมทานอล และปริมาณฟอรมาลดีไฮด ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เพื่อศึกษาเมทานอลออกซิเดชันของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย โดยเล้ียงเชื้อในอาหารเหลวที่มีเมทา
นอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปรมิาตร) เติมฟอรมาลดีไฮดใหมีความเขมขนสุดทายตามคา MIC ของ
ฟอรมาลดีไฮดที่ไดจากขอ 5 บมที่ 45 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัว อยาง ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง เพื่อตรวจการเจริญ ปริมาณเมทานอล 
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม methanol dehydrogenase 
ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 27 
 
 
 
 
 
 
 


