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 การศึกษารูปแบบการเจริญและการใชเมทานอล รวมถึงปริมาณฟอรมาลดีไฮดในอาหาร
เหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 จากภาพที่ 
27 (ก) พบวาแบคทีเรียมีการเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 8 ของการเพาะเลีย้ง โดยมีคา OD610 เทากับ 
0.936 หนวย ในขณะทีเ่มทานอลลดลงจาก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เหลือ 0.64 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร คิดเปนเมทานอลที่ใชไปเทากับ 36 เปอรเซ็นต ของปริมาณเริ่มตน เมื่อพิจารณากิจกรรม
จําเพาะของเอนไซม MDH ซ่ึงเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลเปน
ฟอรมาลดีไฮด พบวาแบคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซมเพิม่ขึ้นจากชัว่โมงแรกและมกีิจกรรมจําเพาะ
สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 4 ของการเพาะเลี้ยง โดยมีคาเทากับ 22.7 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีนแลวลดลง
หลังจากนัน้ ซ่ึงเปนเวลาทีก่ารเจริญของแบคทีเรียเขาสูระยะ stationary phase และเมื่อวิเคราะห
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาคาสงูสุดเทากับ 0.02 มิลลิโมลารที่เวลา 4 ช่ัวโมงของการ
เพาะเลี้ยง แลวลดต่ําลงหลังจากนั้น เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญเขาสูระยะ stationary phase เชนกนั 
 
 สําหรับเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE1 พบวามีการเจริญ (OD610 ) สูงสุดเทากับ 1.188 
หนวย ในชั่วโมงที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง จากการเจริญที่เพิ่มขึ้นนั้น เมื่อพิจารณาปริมาณเมทานอลพบ
วาลดลงจาก 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เหลือ 0.72 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คิดเปนเมทานอลที่ใชไป 
28 เปอรเซ็นต ของปริมาณเริ่มตน แบคทีเรียมีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม MDH เพิ่มขึ้นเมื่อเร่ิม
เพาะเลี้ยง และมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 4 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึงมีคาเทากับ 26.1 ยนูิตตอมิลลิกรัม
โปรตีน แลวลดลงหลังจากนัน้ เมื่อการเจรญิของแบคทีเรียเร่ิมเขาสูระยะ stationary phase การ
วิเคราะหฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อพบคาสูงสุดที่ 4 ช่ัวโมงของการเพาะเลี้ยง แลวลดลง
หลังจากนัน้ เชนเดียวกับทีต่รวจพบในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียรหัส SB4 แตสําหรับแบคทีเรียรหัส 
TE1 พบวามีฟอรมาลดีไฮดมากกวาเปนสองเทา คือ 0.05 มิลลิโมลาร อยางไรก็ตามยังพบวา
ฟอรมาลดีไฮดที่ตรวจพบในอาหารเลี้ยงเชือ้ลดลงตามการเจริญที่ลดลง เชนเดยีวกับรูปแบบที่พบใน
แบคทีเรียรหัส SB4 
 
 สวนเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB2 มีการเจริญ (OD610) สูงสุดเทากับ 1.251 ในชัว่โมง
ที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง และเมื่อพิจารณากจิกรรมจําเพาะของเอนไซม MDH พบวามีกจิกรรมเพิ่มขึ้น
อยางชา ๆ โดยพบคาสูงสุดเพียง 8.47 ยนูิตตอมิลลิกรัมโปรตีนในชัว่โมงที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง ซ่ึง
เปนเวลาทีแ่บคทีเรียมีการเจริญสูงสุด และเมื่อพิจารณาการใชเมทานอลพบวา เมทานอลลดลงจาก 1 
เปอรเซ็นต เหลือ 0.64 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ซ่ึงคิดเปนเมทานอลที่ใชไปเทากับ 34.02 เปอรเซ็นต
ของปริมาณเริ่มตน เมื่อวิเคราะหฟอรมาลดไีฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวามีคาต่ํามากตลอดการ
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เพาะเลี้ยง ซ่ึงอาจเปนผลจากการที่แบคทีเรียรหัส TB2 สรางเอนไซม MDH ไดนอยเมื่อเทียบกับไอ
โซเลทอื่นที่ศึกษา แตเปนทีน่าสังเกตวาถึงแมจะพบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม MDH ต่ํา แตเมทา
นอลที่แบคทีเรียรหัส TB2 ใชไป กลับมีคาสูงกวาแบคทีเรียรหัส TE1 ซ่ึงพบการสรางเอนไซม 
MDH และฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชือ้มากกวา 
 
 เนื่องจากการทดลองสวนนีท้ําการตรวจวิเคราะหเฉพาะฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ซ่ึงคาดวาเกดิขึ้นจากการที่เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียออกซิไดสเมทานอลที่ไดรับเขาไปภายในเซลล 
แลวเกดิฟอรมาลดีไฮดซ่ึงเปนสารมัธยันตรของกระบวนการการใชเมทานอล ฟอรมาลดีไฮดที่
เกิดขึ้นอาจถูกตรึงไดหลายวถีิขึ้นกับชนิดของแบคทีเรีย ซ่ึงการตรวจพบฟอรมาลดีไฮดในอาหาร
เล้ียงเชื้อ อาจแสดงถึงความสามารถในการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ตางกนั จึงไดนําเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทไปศึกษาการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียสตอไป 
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7.  การตรึงฟอรมาลดีไฮดท่ี 45 องศาเซลเซียส โดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง 
 
  เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียอาจใชฟอรมาลดไีฮดเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน โดย
การออกซิไดสฟอรมาลดีไฮดเพื่อสรางพลังงานหรือสรางองคประกอบของเซลลได การศึกษา
กิจกรรมการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ 45 องศาเซลเซียส โดยเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท 
ควรทําการทดลองในสภาวะที่แบคทีเรียเจริญใชฟอรมาลดีไฮด เปนแหลงคารบอนเพียงชนดิเดยีว 
เพื่อพิจารณาความสามารถของแบคทีเรียในการตรึงฟอรมาลดีไฮดโดยปราศจากอิทธิพลของแหลง
คารบอนชนิดอื่น เชน เมทานอล ดังนั้นจึงทําการทดลองเพื่อหาคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการ
เจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ติมฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ เปน
แหลงคารบอนเพียงชนิดเดยีว แลวเปรียบเทียบกับคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหารที่มีเมทานอล (ตารางที่ 5) 
 
ตารางที่ 5  คา MIC ของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4  TE1  
      และ TB2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีและไมมีเมทานอล เมื่อเล้ียงที่ 45 องศาเซลเซียส 
 

คา MIC ของฟอรมาลดีไฮด (มิลลิโมลาร) รหัสเชื้อ 
อาหารที่มีเมทานอล อาหารที่ไมมีเมทานอล 

SB4 2.5 0.8 
TE1 2.4 0.7 
TB2 1.9 0.5 

 
 ผลการทดลองในตารางที่ 5 แสดงวา เมื่อเจริญในสภาวะที่มีเมทานอลรวมอยูดวยนั้น เมทิล
โลโทรฟกแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮดสูงกวาเมื่อเจริญในสภาวะทีไ่มมี
เมทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 Mitsui et al., 2005 รายงานวา Methylobacterium sp. MF1 สามารถเจริญในสภาวะที่มี
ฟอรมาลดีไฮดเปนแหลงคารบอนเพียงชนดิเดียว ที่ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (1.2 กรัมตอลิตร) 
เมื่อเพาะเลีย้งแบบแบตช ที่ 28 องศาเซลเซียส ซ่ึง Wood et al. (1998) เคยรายงานไววา M. 
thiocyanatum สามารถเจริญในสภาวะที่มฟีอรมาลดีไฮดความเขมขนสงูสุด 1.25 มิลลิโมลารเปน
แหลงคารบอนเพียงชนิดเดยีว Chongcharoen et al. (2005) พบวาการปรับสภาพ Methylobacterium 
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สายพันธุใกลเคียงกันนี้ใหคุนเคยกับฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสูง ๆ ทําใหแบคทเีรียทนตอความ
เปนพิษของฟอรมาลดีไฮดและใชฟอรมาลดีไฮดเพื่อการเจริญไดเพิ่มขึน้มาก โดยมีคาความเขมขน
ของฟอรมาลดีไฮดที่สูงถึง 58-100 มิลลิโมลาร ที่ 30 องศาเซลเซียส 
 
 แมวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 มีคา MIC ของฟอรมาลดีไฮด
คอนขางต่ําเมื่อเทียบกับที่มรีายงานในแบคทีเรีย Methylobacterium ซ่ึงเปนเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียที่ใชวิถี Serine ในการกําจัดฟอรมาลดีไฮด แตเปนการเพาะเลีย้งที่ 28-30 องศาเซลเซียส 
(Wood et al., 1998; Mitsui et al., 2005; Chongcharoen et al. 2005) สวนกรณีของเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียรหัส SB4 TE1 และ TB2 นั้นเปนการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิสูงถึง 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปน
ขอไดเปรียบสาํหรับการนําแบคทีเรียดังกลาวไปประยุกตใชในสิ่งแวดลอมจริง เนื่องจากประเทศ
ไทยเปนประเทศเขตรอน มีอุณหภูมเิฉลี่ยตลอดทั้งปคอนขางสูง 
 
 Yurimoto et al. (2002) พบวา เมทานอลในอาหารเลี้ยงเชือ้เหนี่ยวนําใหเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรีย Bacillus brevis S1 สรางเอนไซม hexulose phosphate synthase (HPS) และเอนไซม 
phosphohexulose isomerase (PHI) ได ซ่ึงเอนไซมทั้งสองชนิดนี้เปนเอนไซมหลัก ของวิถี ribulose 
monophosphate pathway (RuMP) ซ่ึงเปนวิถีการตรึงฟอรมาลดีไฮดวิถีหนึ่งที่อาจพบไดในเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรีย โดยเอนไซม HPS จะชวยเรงปฏิกิริยาการตรึงฟอรมาลดีไฮดเขารวมกับ ribulose-
5-phosphate ไดเปน hexulose-6-phosphate ซ่ึงจะถกูไอโซเมอไรซตอไปเปน fructose-6-phosphate 
โดยกิจกรรมของเอนไซม PHI (ภาพที่ 5 ) การที่แบคทีเรียสรางเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ จึงคาดวาจะมี
สวนชวยใหแบคทีเรียเปลี่ยนฟอรมาลดีไฮดไปเปนสารอื่น แลวทําใหแบคทีเรียทนตอความเปนพษิ
ของฟอรมาลดีไฮดไดดีขึ้น 
 
 ดังนั้นจึงทําการศึกษาเกีย่วกบัวิถีเมแทบอลึซึมที่เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คัดเลือกไวทั้ง 3 
ไอโซเลท ใชในการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่ผานเขาสูเซลล โดยเริ่มตนจากการทดสอบการสราง
เอนไซม HPS และ PHI ซ่ึงเปนเอนไซมหลักของวิถี RuMP ซ่ึงเปนวิถีการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่มี
รายงานวา พบในเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิสูง เชน แบคทีเรียในกลุม Bacillus 
spp. (Yurimoto et al., 2002) 
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ตารางที่ 6  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่เล้ียงใน 
      อาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) บมบนเครื่องเขยาแบบหมนุ 170  
      รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน)  
รหัสเชื้อ HPS PHI 

SB4 11.3 0.9 
TE1 56.5 7.1 
TB2 20.5 2.4 

 
 ผลการทดลองในตารางที่ 6 แสดงใหเห็นวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทีค่ัดเลือกไวทั้ง 3  
ไอโซเลท ใชวถีิ RuMP ในการตรึงฟอรมาลดีไฮดที่เกดิขึน้จากการแอสซิมิเลชันของเมทานอล ไป
เปนสวนประกอบของเซลล เนื่องจากพบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI ในปริมาณที่
ตรวจวดัไดชัดเจน 
 
 Orita et al. (2005) รายงานวาเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย Pyrococcus horikoshii ที่เล้ียงใน
อาหาร LB ที่มีฟอรมาลดีไฮด 0.5 มิลลิโมลาร ที่ 37 องศาเซลเซียส พบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม 
HPS และเอนไซม PHI 56.7 และ 45.5 ยนูติตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
 
 Yurimoto et al. (2002) ไดแสดงใหเห็นวา เมื่อเล้ียง Bacillus brevis S1 ซ่ึงเปนเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง ในสภาวะที่มีเมทานอลหรือเอทานอลหรือกลูโคส เปนแหลงคารบอน
พบวา เมื่อเซลลเจริญในสภาวะที่มีเมทานอล 0.06 เปอรเซ็นต พบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS 
และ PHI เทากบั 7.4 และ 11 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ตามลําดับ เมื่อเซลลเจริญใน
สภาวะทีม่ีเอทานอลเปนแหลงคารบอน พบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI 3.7 และ 
3.9 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน แตพบกจิกรรมของเอนไซมทั้งสองต่ํามาก เมื่อเซลลเจริญในสภาวะทีม่ี
กลูโคสเปนแหลงคารบอน คือ 0.67 และ 0.92 ยูนิตตอมลิลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
 

 ปจจุบันเปนทีย่อมรับแลววาวิถี RuMP เปนวถีิเมแทบอลิซึมสําหรับการตรึงและกําจัดความ
เปนพิษของฟอรมาลดีไฮดภายในเซลลของโปรคาริโอต (Dijkhuizen et al., 1992; Quayle and 
Ferenci, 1978) ซ่ึงอาจพบวิถี RuMP ไดในแบคทีเรียหลายชนิด โดยเฉพาะเมทิลโลโทรฟก
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แบคทีเรียที่ใชสารประกอบคารบอนหนึ่งอะตอมเพื่อการเจริญได ทั้งกลุมที่เปน facultative 
methylotroph เชน Mycobacterium gastri (Mitsui et al., 2000) และกลุมที่เปน obligate 
methylotroph เชน Methylomonas aminofaciens (Sakai et al., 1999) นอกจากนีย้ังพบในแบคทีเรียที่
เปนกลุม Archaea เชน Thermococcus kodakaraensis และ Pyrococcus horikoshii (Orita et al., 
2005; Orita et al., 2006) และยังพบวิถี RuMP ไดในแบคทีเรียกลุมที่ไมเปน methylotroph ดวย เชน 
Burkholderia fungorum (Marx et al., 2004) และ B. cepacia (Mitsui et al., 2003) ซ่ึงเปนแบคทีเรีย
ท่ีมีการดํารงชีวิตอยางอิสระ รวมทั้ง Bacillus subtilis ซ่ึงพบวาการทํางานของยีนที่ควบคุมการ
สังเคราะหเอนไซม HPS และ PHI ถูกควบคุมในลักษณะของโอเปอรอนและถูกเหนีย่วนําไดโดย
ฟอรมาลดีไฮด (Yurimoto et al., 2002) การตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม HPS และ PHI ซ่ึงเปน
เอนไซมหลักของวิถี RuMP ในสิ่งมีชีวิตแสดงวาสิ่งมีชีวตินั้นมีกระบวนการตรึงและกําจัด
ฟอรมาลดีไฮดไดโดยวิถี RuMP (Orita et al., 2005) สําหรับ Thermococcus kodakaraensis ซ่ึงเปน 
Archaea พบวาใชปฏิกิริยายอนกลับของการตรึงฟอรมาลดีไฮดเพื่อการสังเคราะห ribose 5-
phosphate จาก fructose 6-phosphate ในกรณีที่เกิดความบกพรองของวถีิ pentose phosphate ไดดวย 
(Orita et al., 2006) 
 
  มีรายงานวาเอนไซม HPS และ PHI ถูกเหนี่ยวนําไดโดยเมทานอล เอทานอล และ
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Mitsui et al., 2000; Sakai et al., 1999; Yasueda et al., 1999; 
Yurimoto et al., 2002) แตในกรณีของ Pyrococcus horikoshii พบวายนีที่ควบคุมการสรางเอนไซม
ทั้งสองมีการแสดงออกอยางตอเนื่อง เนื่องจากมีกจิกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS เทากับ 0.250 
และ 0.210 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีนทั้งในสภาวะทีม่ีและไมมีฟอรมาลดีไฮด 0.5 มิลลิโมลาร
ตามลําดับ (Orita et al., 2005) ซ่ึงแตกตางเพียงเล็กนอย เมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซม HPS เทากับ 0.310 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีนภายหลังจากที่ทําการเหนี่ยวนํา Bacillus 
subtilis โดยฟอรมาลดีไฮดปริมาณเทากัน เพื่อใหเกิดการสรางเอนไซมดังกลาว (Yurimoto et al., 
2002) 
 
  การศึกษาการตรึงฟอรมาลดีไฮดของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮด
เปนแหลงคารบอนเพียงชนดิเดียว ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตมิฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ ตามคา 
MIC ของฟอรมาลดีไฮดจากตารางที่ 5โดยพิจารณาการเจริญ (OD610 ) ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยง
เชื้อ ฟอรมาลดีไฮดภายในเซลล กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และPHI โดยเก็บตัวอยางทกุ ๆ 2 
ช่ัวโมง เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ไดผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 28 
 


