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เมื่อเล้ียงเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงทั้ง 3 ไอโซเลท ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี
ฟอรมาลดีไฮดเร่ิมตนตางกัน โดยแบคทีเรียรหัส SB4 เล้ียงในอาหารที่มฟีอรมาลดีไฮด 0.8 มิลลิโม
ลาร สวนแบคทีเรียรหัส TE1 และ TB2 เล้ียงในอาหารทีม่ีฟอรมาลดีไฮด 0.7 และ 0.5 มิลลิโมลาร 
ตามลําดับ พบวา ถึงแมจะเจริญในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดเร่ิมตนที่ตางกัน แตแบคทีเรียมีการเจรญิ
สูงสุดไมแตกตางกันมากนัก โดยมีคาการเจริญในรูป OD610 สูงสุด อยูในชวง 0.599-0.631 หนวย 
แตสังเกตไดวาแบคทีเรียรหสั SB4 ใชเวลานานกวาในการเจริญถึงจุดสูงสุด และจากภาพที่ 28 ก็
พบวา แบคทีเรียรหัส SB4 มีการเจริญเขาสูชวง log phase คอนขางชากวาไอโซเลทอื่น ทั้งนี้อาจเปน
เพราะแบคทีเรียรหัส SB4 ตองปรับตัวเขากับการเจริญในสภาวะที่มีฟอรมาลดีไฮดความเขมขนสูง
กวาแบคทีเรียไอโซเลทอื่น 
 
 เมื่อพิจารณาปริมาณฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อจากตารางที่ 7 พบวาแบคทีเรียรหัส 
SB4 ใชฟอรมาลดีไฮดไปนอยกวาแบคทีเรียอีก 2 ไอโซเลทที่ศึกษา โดยใชไปเพียง 77.5 เปอรเซ็นต 
ขณะทีแ่บคทีเรียรหัส TE1 และ TB2 ใชไป 93 และ 98 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนการสะสม
ฟอรมาลดีไฮดไวภายในเซลล พบวาแบคทเีรียรหัส TE1 มีคาสูงสุดของฟอรมาลดีไฮดภายในเซลล
ต่ํากวาแบคทีเรียรหัส SB4 และ TB2 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียรหัส TE1 นาจะมกีลไกการตรึง
ฟอรมาลดีไฮดที่มีประสิทธิภาพดีกวาแบคทีเรียรหัส SB4 และ TB2 เพราะถึงแมจะเจริญในสภาวะที่
มีฟอรมาลดีไฮดเร่ิมตนคอนขางสูง (0.7 มิลลิโมลาร) แตก็สามารถกําจัดไปไดถึง 93 เปอรเซ็นต และ
สะสมไวภายในเซลลนอยที่สุดเมื่อเทียบกบัไอโซเลทอื่น สําหรับแบคทีเรียรหัส TB2 นั้น การที่มี
ฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลือนอย อาจสงผลใหฟอรมาลดีไฮดภายในเซลลลดลงตามไป
ดวย และกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมทั้ง HPS และ PHI ก็ลดลงดวยเชนกัน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก
การมีฟอรมาลดีไฮดในอาหารเลี้ยงเชื้อไมเพียงพอที่เซลลจะนําเขาสูวิถี RuMP เพื่อสรางองคประ 
กอบของเซลล ทําใหไมมีฟอรมาลดีไฮดไปเหนีย่วนําการสังเคราะหเอนไซมทั้งสองชนิดนี้ (Orita et 
al., 2005) 
 
 อยางไรก็ตามจากตารางที่ 7 พบวา เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงทั้ง 3 ไอโซเลท
ที่ศึกษา จดัไดวามีคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม HPS และ PHI ซ่ึงเปนเอนไซมหลักของวิถี 
RuMP อยูในระดับสูง เมื่อเทยีบกับคาที่ตรวจวิเคราะหไดใน Bacillus brevis S1 ซ่ึงเปนเมทิลโลโทร
ฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงเชนกัน (Yurimoto et al., 2002) ดังนั้นจึงคาดวาเมทิลโลโทรฟก
แบคทีเรียทนอณุหภูมิสูงรหสั SB4  TE1 และ TB2 จะมีศกัยภาพในการนําไปประยุกตใชเพื่อการ
ตรึงฟอรมาลดีไฮดตอไป 
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8.  การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภูมิสงูท่ีคัดเลือกได 
 
  การจัดจําแนกเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียที่คดัเลือกได ทําโดยการศึกษาสณัฐานวิทยาของ
โคโลนีและเซลล และสมบัติทางชีวเคมีบางประการ รวมกับการศึกษาลําดับเบสบางสวนของ 16s 
rDNA ที่เพิ่มจาํนวนโดยเทคนิค PCR โดยใช primer 27F : (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-
3’) และ 1389R : (5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’) และ primer ที่ใชในการหาลาํดับเบส คือ 
520F (5’-ATTGGATCCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) แทน M ดวย A หรือ C นําลําดับเบสใน
สวนของ variable ความยาวประมาณ 700 ถึง 800 เบส ไปใชเปรียบเทยีบกับลําดับเบสของ 16S 
rDNA จากฐานขอมูล GenBank ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 8-13 
 
ตารางที่ 8  คาความเหมือน (% Identities) ของลําดับเบสจํานวน 816 คูเบส ของ16s rDNA ของ  
      เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 เปรียบเทียบกับลําดับเบสของแบคทีเรียจากฐาน 
      ขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn 
 

Accession Number Species % Identities 
AF329476  Bacillus sporothermodurans 99 
AY988598  Bacillus oleronius 97 
AJ627210  Bacillus humi 97 
AF547209  Bacillus acidicola 97 

 
การเปรียบเทยีบลําดับเบสจํานวน 816 คูเบสของ 16s rDNA ของแบคทีเรีย SB4 กับลําดับ

เบสของแบคทีเรียจากฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวาแบคทเีรีย SB4 มีความ
เหมือนกับแบคทีเรีย Bacillus sporothermodurans (AF329476) 99 เปอรเซ็นต และเหมือนกับ B. 
oleronius (AY988598) B. humi (AJ627210) และ B. acidicola (AF547209) 97 เปอรเซ็นต แต
เนื่องจากการเปรียบเทียบในครั้งนี้ใชลําดับเบสที่มีความยาวเพยีง 816 คูเบส จาก 1542 คูเบสของ 
16S rDNA ทั้งหมด จึงอาจทาํใหไมสามารถสรุปผลไดในทันที ซ่ึงถามีการวิเคราะหลําดับเบส
ทั้งหมดของ 16S rDNA แลวนํามาเปรียบเทียบ ก็อาจจะทําใหเห็นผลชัดเจนขึ้น ดังนั้นจึงทําการ
เปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลล รวมทั้งสมบัติทางชีวเคมีบางประการ ของ
แบคทีเรียรหัส SB4 และแบคทีเรียอางอิงจากตารางที่ 8 ผลการเปรียบเทยีบแสดงดังตารางที่ 9 
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 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียทนอุณหภมูสูิงรหัส SB4 พบวา
เปนแบคทีเรียรูปทอน ติดสีแกรมบวก ขนาดของเซลลยาวประมาณ 4 ไมโครเมตร กวางประมาณ 
0.5 ไมโครเมตร มีเอนโดสปอรอยูปลายเซลล( ภาพที่ 18) และเมื่อพิจารณาคุณสมบัตทิางชีวเคมีบาง
ประการพบวา แบคทีเรีย SB4 ตองการอากาศเพื่อการเจรญิ สรางเอนไซมคะตะเลสได ผลการ
ทดสอบ V-P เปนลบ ไมสรางกรดจากน้ําตาลกลูโคส แลคโตส อะราบิโนส ไซโลส และแมนนิทอล 
ไมสรางแกสจากการหมกักลโูคส ไมสรางเอนไซมอะไมเลสเพื่อยอยแปง ไมสามารถใชซิเตรตเปน
แหลงคารบอน รีดิวซไนเตรทเปนไนไตรทไดแตคอนขางนอย ไมเจริญในสภาวะทีม่ีโซเดียมคลอ
ไรด 5 และ 10 เปอรเซ็นต และไมเจริญที่อุณหภูมิต่ํา 5 และ 10 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 9) เมื่อ
เปรียบเทียบขอมูลการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียรหัส SB4 กับ Bacillus 
sporothermodurans ซ่ึงคนพบโดย Pettersson et al. (1996) ที่พบวาเปนแบคทีเรียสปชีสใหมที่สราง
สปอรและทนอุณหภูมิสูงได โดยพบปนเปอนในน้ํานม UHT ที่ผานการใหความรอนสูง แบคทีเรีย
นี้มีคุณสมบัตทิางชีวเคมีดังแสดงในตารางที่ 14 พบวามคีวามคลายคลึงกันถึง 22 ลักษณะ ซ่ึงคิดเปน 
92 เปอรเซ็นต ของลักษณะทีเ่ปรียบเทียบไดทั้งหมด 24 ลักษณะ และเมือ่เปรียบเทียบแบคทีเรียรหัส 
SB4 กับ แบคทีเรีย B.  oleronius  B.  humi และ B. acidicola พบวามีความคลายคลึงกัน 84  84 และ 
53 เปอรเซ็นตของ 24 ลักษณะที่เปรยีบเทยีบได ตามลําดับ ซ่ึงผลการเปรียบเทียบคณุสมบัติทาง
ชีวเคมีดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาลําดับเบสบางสวนของ 16S rDNA จึงพอสรุปไดวาเมทิลโล
โทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 มีความเหมือนกบัแบคทีเรีย Bacillus sporothermodurans มากที่สุด 
 


