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 การศึกษารูปแบบการเจริญและการใชเมทานอล รวมถึงปริมาณฟอรมาลดีไฮดในอาหาร
เหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 จากภาพที่ 
27 (ก) พบวาแบคทีเรียมีการเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 8 ของการเพาะเลีย้ง โดยมีคา OD610 เทากับ 
0.936 หนวย ในขณะทีเ่มทานอลลดลงจาก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เหลือ 0.64 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร คิดเปนเมทานอลที่ใชไปเทากับ 36 เปอรเซ็นต ของปริมาณเริ่มตน เมื่อพิจารณากิจกรรม
จําเพาะของเอนไซม MDH ซ่ึงเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลเปน
ฟอรมาลดีไฮด พบวาแบคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซมเพิม่ขึ้นจากชัว่โมงแรกและมกีิจกรรมจําเพาะ
สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 4 ของการเพาะเลี้ยง โดยมีคาเทากับ 22.7 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีนแลวลดลง
หลังจากนัน้ ซ่ึงเปนเวลาทีก่ารเจริญของแบคทีเรียเขาสูระยะ stationary phase และเมื่อวิเคราะห
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาคาสงูสุดเทากับ 0.02 มิลลิโมลารที่เวลา 4 ช่ัวโมงของการ
เพาะเลี้ยง แลวลดต่ําลงหลังจากนั้น เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญเขาสูระยะ stationary phase เชนกนั 
 
 สําหรับเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE1 พบวามีการเจริญ (OD610 ) สูงสุดเทากับ 1.188 
หนวย ในชั่วโมงที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง จากการเจริญที่เพิ่มขึ้นนั้น เมื่อพิจารณาปริมาณเมทานอลพบ
วาลดลงจาก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เหลือ 0.72 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปนเมทานอลที่ใชไป 
28 เปอรเซ็นต ของปริมาณเริ่มตน แบคทีเรียมีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม MDH เพิ่มขึ้นเมื่อเร่ิม
เพาะเลี้ยง และมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 4 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึงมีคาเทากับ 26.1 ยนูิตตอมิลลิกรัม
โปรตีน แลวลดลงหลังจากนัน้ เมื่อการเจรญิของแบคทีเรียเร่ิมเขาสูระยะ stationary phase การ
วิเคราะหฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อพบคาสูงสุดที่ 4 ช่ัวโมงของการเพาะเลี้ยง แลวลดลง
หลังจากนัน้ เชนเดียวกับทีต่รวจพบในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียรหัส SB4 แตสําหรับแบคทีเรียรหัส 
TE1 พบวามีฟอรมาลดีไฮดมากกวาเปนสองเทา คือ 0.05 มิลลิโมลาร อยางไรก็ตามยังพบวา
ฟอรมาลดีไฮดที่ตรวจพบในอาหารเลี้ยงเชือ้ลดลงตามการเจริญที่ลดลง เชนเดยีวกับรูปแบบที่พบใน
แบคทีเรียรหัส SB4 
 
 สวนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB2 มีการเจริญ (OD610) สูงสุดเทากับ 1.251 ในชัว่โมง
ที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง และเมื่อพิจารณากจิกรรมจําเพาะของเอนไซม MDH พบวามีกจิกรรมเพิ่มขึ้น
อยางชา ๆ โดยพบคาสูงสุดเพียง 8.47 ยนูิตตอมิลลิกรัมโปรตีนในชัว่โมงที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึง
เปนเวลาทีแ่บคทีเรียมีการเจริญสูงสุด และเมื่อพิจารณาการใชเมทานอลพบวา เมทานอลลดลงจาก 1 
เปอรเซ็นต เหลือ 0.64 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซ่ึงคิดเปนเมทานอลที่ใชไปเทากับ 34.02 เปอรเซ็นต
ของปริมาณเริ่มตน เมื่อวิเคราะหฟอรมาลดไีฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวามีคาต่ํามากตลอดการ
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เพาะเลี้ยง ซ่ึงอาจเปนผลจากการที่แบคทีเรียรหัส TB2 สรางเอนไซม MDH ไดนอยเมื่อเทียบกับไอ
โซเลทอื่นที่ศึกษา แตเปนทีน่าสังเกตวาถึงแมจะพบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม MDH ต่ํา แตเมทา
นอลที่แบคทีเรียรหัส TB2 ใชไป กลับมีคาสูงกวาแบคทีเรียรหัส TE1 ซ่ึงพบการสรางเอนไซม 
MDH และฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชือ้มากกวา 
 
 เนื่องจากการทดลองสวนนีท้ําการตรวจวิเคราะหเฉพาะฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ซ่ึงคาดวาเกดิขึ้นจากการที่เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียออกซิไดสเมทานอลที่ไดรับเขาไปภายในเซลล 
แลวเกดิฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนสารมัธยันตรของกระบวนการการใชเมทานอล ฟอรมาลดีไฮดที่
เกิดขึ้นอาจถูกตรึงไดหลายวถีิขึ้นกับชนิดของแบคทีเรีย ซ่ึงการตรวจพบฟอรมาลดีไฮดในอาหาร
เล้ียงเชื้อ อาจแสดงถึงความสามารถในการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ตางกนั จึงไดนําเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทไปศึกษาการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียสตอไป 
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7.  การตรึงฟอรมาลดีไฮดท่ี 45 องศาเซลเซียส โดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง 
 
  เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียอาจใชฟอรมาลดไีฮดเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน โดย
การออกซิไดสฟอรมาลดีไฮดเพื่อสรางพลังงานหรือสรางองคประกอบของเซลลได การศึกษา
กิจกรรมการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียส โดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท 
ควรทําการทดลองในสภาวะที่แบคทีเรียเจริญใชฟอรมาลดีไฮด เปนแหลงคารบอนเพียงชนดิเดยีว 
เพื่อพิจารณาความสามารถของแบคทีเรียในการตรึงฟอรมาลดีไฮดโดยปราศจากอิทธิพลของแหลง
คารบอนชนิดอื่น เชน เมทานอล ดังนั้นจึงทําการทดลองเพื่อหาคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการ
เจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ติมฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ เปน
แหลงคารบอนเพียงชนิดเดยีว แลวเปรียบเทียบกับคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหารที่มีเมทานอล (ตารางที่ 5) 
 
ตารางที่ 5  คา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4  TE1  
      และ TB2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีและไมมีเมทานอล เมื่อเล้ียงที่ 45 องศาเซลเซียส 
 

คา MIC ของฟอรมาลดีไฮด (มิลลิโมลาร) รหัสเชื้อ 
อาหารที่มีเมทานอล อาหารที่ไมมีเมทานอล 

SB4 2.5 0.8 
TE1 2.4 0.7 
TB2 1.9 0.5 

 
 ผลการทดลองในตารางที่ 5 แสดงวา เมื่อเจริญในสภาวะที่มีเมทานอลรวมอยูดวยนั้น เมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดสูงกวาเมื่อเจริญในสภาวะทีไ่มมี
เมทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 Mitsui et al., 2005 รายงานวา Methylobacterium sp. MF1 สามารถเจริญในสภาวะที่มี
ฟอรมาลดีไฮดเปนแหลงคารบอนเพียงชนดิเดียว ที่ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (1.2 กรัมตอลิตร) 
เมื่อเพาะเลีย้งแบบแบตช ที่ 28 องศาเซลเซียส ซ่ึง Wood et al. (1998) เคยรายงานไววา M. 
thiocyanatum สามารถเจริญในสภาวะที่มฟีอรมาลดีไฮดความเขมขนสงูสุด 1.25 มิลลิโมลารเปน
แหลงคารบอนเพียงชนิดเดยีว Chongcharoen et al. (2005) พบวาการปรับสภาพ Methylobacterium 
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สายพันธุใกลเคียงกันนี้ใหคุนเคยกับฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสูง ๆ ทําใหแบคทเีรียทนตอความ
เปนพิษของฟอรมาลดีไฮดและใชฟอรมาลดีไฮดเพื่อการเจริญไดเพิ่มขึน้มาก โดยมีคาความเขมขน
ของฟอรมาลดีไฮดที่สูงถึง 58-100 มิลลิโมลาร ที่ 30 องศาเซลเซียส 
 
 แมวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮด
คอนขางต่ําเมื่อเทียบกับที่มรีายงานในแบคทีเรีย Methylobacterium ซ่ึงเปนเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียที่ใชวิถี Serine ในการกําจัดฟอรมาลดีไฮด แตเปนการเพาะเลีย้งที่ 28-30 องศาเซลเซียส 
(Wood et al., 1998; Mitsui et al., 2005; Chongcharoen et al. 2005) สวนกรณีของเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 นั้นเปนการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิสูงถึง 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปน
ขอไดเปรียบสาํหรับการนําแบคทีเรียดังกลาวไปประยุกตใชในสิ่งแวดลอมจริง เนื่องจากประเทศ
ไทยเปนประเทศเขตรอน มีอุณหภูมเิฉลี่ยตลอดทั้งปคอนขางสูง 
 
 Yurimoto et al. (2002) พบวา เมทานอลในอาหารเลี้ยงเชือ้เหนี่ยวนําใหเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรีย Bacillus brevis S1 สรางเอนไซม hexulose phosphate synthase (HPS) และเอนไซม 
phosphohexulose isomerase (PHI) ได ซ่ึงเอนไซมทั้งสองชนิดนี้เปนเอนไซมหลัก ของวิถี ribulose 
monophosphate pathway (RuMP) ซ่ึงเปนวิถีการตรึงฟอรมาลดีไฮดวิถีหนึ่งที่อาจพบไดในเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรีย โดยเอนไซม HPS จะชวยเรงปฏิกิริยาการตรึงฟอรมาลดีไฮดเขารวมกับ ribulose-
5-phosphate ไดเปน hexulose-6-phosphate ซ่ึงจะถกูไอโซเมอไรซตอไปเปน fructose-6-phosphate 
โดยกิจกรรมของเอนไซม PHI (ภาพที่ 5 ) การที่แบคทีเรียสรางเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ จึงคาดวาจะมี
สวนชวยใหแบคทีเรียเปลี่ยนฟอรมาลดีไฮดไปเปนสารอื่น แลวทําใหแบคทีเรียทนตอความเปนพษิ
ของฟอรมาลดีไฮดไดดีขึ้น 
 
 ดังนั้นจึงทําการศึกษาเกีย่วกบัวิถีเมแทบอลึซึมที่เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไวทั้ง 3 
ไอโซเลท ใชในการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ผานเขาสูเซลล โดยเริ่มตนจากการทดสอบการสราง
เอนไซม HPS และ PHI ซ่ึงเปนเอนไซมหลักของวิถี RuMP ซ่ึงเปนวิถีการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่มี
รายงานวา พบในเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิสูง เชน แบคทีเรียในกลุม Bacillus 
spp. (Yurimoto et al., 2002) 
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ตารางที่ 6  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงใน 
      อาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุ 170  
      รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน)  
รหัสเชื้อ HPS PHI 

SB4 11.3 0.9 
TE1 56.5 7.1 
TB2 20.5 2.4 

 
 ผลการทดลองในตารางที่ 6 แสดงใหเห็นวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีค่ัดเลือกไวทั้ง 3  
ไอโซเลท ใชวถีิ RuMP ในการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่เกดิขึน้จากการแอสซิมิเลชันของเมทานอล ไป
เปนสวนประกอบของเซลล เนื่องจากพบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI ในปริมาณที่
ตรวจวดัไดชัดเจน 
 
 Orita et al. (2005) รายงานวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Pyrococcus horikoshii ที่เล้ียงใน
อาหาร LB ที่มีฟอรมาลดีไฮด 0.5 มิลลิโมลาร ที่ 37 องศาเซลเซียส พบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม 
HPS และเอนไซม PHI 56.7 และ 45.5 ยนูติตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
 
 Yurimoto et al. (2002) ไดแสดงใหเห็นวา เมื่อเล้ียง Bacillus brevis S1 ซ่ึงเปนเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ในสภาวะที่มีเมทานอลหรือเอทานอลหรือกลูโคส เปนแหลงคารบอน
พบวา เมื่อเซลลเจริญในสภาวะที่มีเมทานอล 0.06 เปอรเซ็นต พบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS 
และ PHI เทากบั 7.4 และ 11 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ตามลําดับ เมื่อเซลลเจริญใน
สภาวะทีม่ีเอทานอลเปนแหลงคารบอน พบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI 3.7 และ 
3.9 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน แตพบกจิกรรมของเอนไซมทั้งสองต่ํามาก เมื่อเซลลเจริญในสภาวะทีม่ี
กลูโคสเปนแหลงคารบอน คือ 0.67 และ 0.92 ยูนิตตอมลิลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
 

 ปจจุบันเปนทีย่อมรับแลววาวิถี RuMP เปนวถีิเมแทบอลิซึมสําหรับการตรึงและกําจัดความ
เปนพิษของฟอรมาลดีไฮดภายในเซลลของโปรคาริโอต (Dijkhuizen et al., 1992; Quayle and 
Ferenci, 1978) ซ่ึงอาจพบวิถี RuMP ไดในแบคทีเรียหลายชนิด โดยเฉพาะเมทิลโลโทรฟก
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แบคทีเรียที่ใชสารประกอบคารบอนหนึ่งอะตอมเพื่อการเจริญได ทั้งกลุมที่เปน facultative 
methylotroph เชน Mycobacterium gastri (Mitsui et al., 2000) และกลุมที่เปน obligate 
methylotroph เชน Methylomonas aminofaciens (Sakai et al., 1999) นอกจากนีย้ังพบในแบคทีเรียที่
เปนกลุม Archaea เชน Thermococcus kodakaraensis และ Pyrococcus horikoshii (Orita et al., 
2005; Orita et al., 2006) และยังพบวิถี RuMP ไดในแบคทีเรียกลุมที่ไมเปน methylotroph ดวย เชน 
Burkholderia fungorum (Marx et al., 2004) และ B. cepacia (Mitsui et al., 2003) ซ่ึงเปนแบคทีเรีย
ท่ีมีการดํารงชีวิตอยางอิสระ รวมทั้ง Bacillus subtilis ซ่ึงพบวาการทํางานของยีนที่ควบคุมการ
สังเคราะหเอนไซม HPS และ PHI ถูกควบคุมในลักษณะของโอเปอรอนและถูกเหนีย่วนําไดโดย
ฟอรมาลดีไฮด (Yurimoto et al., 2002) การตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม HPS และ PHI ซ่ึงเปน
เอนไซมหลักของวิถี RuMP ในสิ่งมีชีวิตแสดงวาสิ่งมีชีวตินั้นมีกระบวนการตรึงและกําจัด
ฟอรมาลดีไฮดไดโดยวิถี RuMP (Orita et al., 2005) สําหรับ Thermococcus kodakaraensis ซ่ึงเปน 
Archaea พบวาใชปฏิกิริยายอนกลับของการตรึงฟอรมาลดีไฮดเพื่อการสังเคราะห ribose 5-
phosphate จาก fructose 6-phosphate ในกรณีที่เกิดความบกพรองของวถีิ pentose phosphate ไดดวย 
(Orita et al., 2006) 
 
  มีรายงานวาเอนไซม HPS และ PHI ถูกเหนี่ยวนําไดโดยเมทานอล เอทานอล และ
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Mitsui et al., 2000; Sakai et al., 1999; Yasueda et al., 1999; 
Yurimoto et al., 2002) แตในกรณีของ Pyrococcus horikoshii พบวายนีที่ควบคุมการสรางเอนไซม
ทั้งสองมีการแสดงออกอยางตอเนื่อง เนื่องจากมีกจิกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS เทากับ 0.250 
และ 0.210 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีนทั้งในสภาวะทีม่ีและไมมีฟอรมาลดีไฮด 0.5 มิลลิโมลาร
ตามลําดับ (Orita et al., 2005) ซ่ึงแตกตางเพียงเล็กนอย เมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซม HPS เทากับ 0.310 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีนภายหลังจากที่ทําการเหนี่ยวนํา Bacillus 
subtilis โดยฟอรมาลดีไฮดปริมาณเทากัน เพื่อใหเกิดการสรางเอนไซมดังกลาว (Yurimoto et al., 
2002) 
 
  การศึกษาการตรึงฟอรมาลดีไฮดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮด
เปนแหลงคารบอนเพียงชนดิเดียว ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตมิฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ ตามคา 
MIC ของฟอรมาลดีไฮดจากตารางที่ 5โดยพิจารณาการเจริญ (OD610 ) ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยง
เชื้อ ฟอรมาลดีไฮดภายในเซลล กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และPHI โดยเก็บตัวอยางทกุ ๆ 2 
ช่ัวโมง เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ไดผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 28 
 


