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บทคดัยอ  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกและศึกษาสมบัติเบื้องตนของเชื้อแบคทีเรียที่ทนตอสารไพรี

ทรอยดจากดินเกษตรดวยเทคนิค Enrich culture โดยทําการเจือจางตัวอยางดินแบบลดลําดับสวนแลว

เลี้ยงเช้ือบนอาหาร TSA (Tryptic Soy Agar) สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน

ได 3 ไอโซเลต เมื่อนําแบคทีเรียที่ไดมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบสมบัติทางชีวเคมี ผล

ที่ไดคาดวาไอโซเลต PT1 และ PT3 นาจะเปนแบคทีเรียในสกุล Micrococcus sp. สวน PT2 นาจะเปน

แบคทีเรียในสกุล Bacillus sp. ผลการทดสอบหาคาความเขมขนตํ่าสุดของสารไพรีทอยดตอการยับย้ัง

เช้ือแบคทีเรีย (MIC : Minimum Inhibitory Concentration) พบวาเช้ือแบคทีเรียมีคา MIC สูงสุดอยูที่ 

7.5 mM คือไอโซเลต PT1  

คาํสาํคญั: ไพรีทรอยด, การบําบัดทางชีวภาพ, การยอยสลายทางชีวภาพ 

Abstract  

The objective of this study is to screen and study preliminary characteristics of 

pyrethroid resistant bacteria from agricultural soil. Bacteria were isolated from pyrethroid 

contaminated soil using enrichment culture technique with serial dilution and culture on 

Tryptic Soy Agar (TSA). The results showed that 3 isolates of bacteria were screened. The 

isolates were characterized by staining and different biochemical tests. The results 

indicated that the isolate PT1 and PT3 would probably be Staphylococcus sp. and the 

isolate PT2 should be Bacillus sp. The pyrethroid minimum inhibitory concentration (MIC) 

study found that the highest MIC was 7.5 mM which was the MIC of isolate PT1. 

Keywords: Pyrethroid, Bioremediation, Biodegradation 
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บทนาํ 

ประเทศไทยมีการใชสารกําจัดศัตรูพืชกันอยางกวางขวาง ทําใหสงผลกระทบทั้งทางตรงและ

ทางออมตอระบบนิเวศเนื่องดวยสารเคมีเหลานี้คงทนและยากตอการยอยสลาย (ศิริพรรณ สารินทร, 

2550) ไพรีทรอยดเปนกลุมสารเคมีสังเคราะหท่ีเลียนแบบสารสกัดจากธรรมชาติ ไพรีทรัม (Pyrethrum) 

หรือไพริทริน (Pyrethrins) ที่พบในพืชตระกูลดอกเบญจมาศ ไพรีทรอยดสังเคราะหคลายกับไพริทริน

ตามธรรมชาติแตไดรับการปรับปรุงเพิ่มความคงอยูไดในสิ่งแวดลอม (สํานักงานคณะกรรมการอาหารและ

ยา, 2552) สารที ่รู จ ักและใชกันในขณะนี้ไดแก ไซเปอรเมธริน (Cypermethin) และ เดลตาเมธริน 

(Deltamethrin) (สถาบันอาหาร กระทรวงอุตสาหกรรม) 

จากการที่ไพรีทรอยดถูกจัดวาปลอดภัยกวาและเปนทางเลือกแทนการใชสารกําจัดศัตรูพืชในกลุม 

organophosphates (OPs) ทําใหเปนที่นิยมมากขึ้น การใชสารไพรีทรอยดที่เพิ่มมากขึ้นอยางตอเนื่อง

สงผลใหเกิดปญหาการปนเปอนในสิ่งแวดลอมทั้งในสวนของดินและนํ้าและสงผลถึงสิ่งมีชีวิตที่ไมใช

เปาหมายในการกําจัด (Antwi and Reddy, 2015) จากคุณสมบัติของสารที่เปน Highly hydrophobic 

ทําใหไพรีทรอยดสามารถยึดเกาะกับอนุภาคของดินและสารอินทรยีไดดี สงผลใหถูกชะลางลงสูแหลงนํ้าใต

ดินและกอใหเกิดผลเสียตอระบบนิเวศ (Xu และคณะ, 2015) มีรายงานวาไพรีทรอยดสงผลตอการ

เปลี ่ยนแปลงเชิงปริมาณและคุณภาพของจุลินทรียในดิน กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอสมดุลของ

ไนโตรเจนในดินซึ่งนําไปสูผลกระทบตอการเจริญเติบโตของพืชและความอุดสมบรูณของดนิ (Tejada และ

คณะ, 2015, Das และคณะ 2016) ในสวนของสิ่งมีชีวิตไพรีทรอยดสงผลตอระบบประสาทของสัตวมี

กระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดูกสันหลังโดยการกอใหเกิดสภาวะตื่นตัวที่มากเกินไปและทําลายการ

ทํางานของโซเดียมชาแนลสงผลใหโซเดียมชาแนลเปดในระยะเวลาที่นานกวาปกติ (Vijvergerg HP และ

คณะ, 1990) 

การบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) เปนวิธีที่อาศัยความสามารถของจุลินทรียในการยอย

สารพิษใหมีปริมาณลดลง ในดินและในนํ้าที่มีการปนเปอนสารกําจัดศัตรูพืชจากหลายๆ แหลงไดมีการ

รายงานวาสามารถบําบัดการปนเปอนนี้ไดโดยการใชจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษ 

(Mariusz Cycon’ และ Zofia Piotrowska-Seget, 2016) ว ิธ ีการทางชีวภาพที ่อาศัยก ิจกรรมของ

แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารปราบศัตรูพืชไดจึงเปนวิธีที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพวิธีหนึ่งในการ

บําบัดสารฆาแมลงที่ตกคางอยูในสิ่งแวดลอม 

วัตถุประสงค 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีทนตอสารไพรีทรอยดจากดินในพ้ืนที่การเกษตร

ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน เพื่อการประยุกตและพัฒนาสูการเปนจุลินทรียที่ใชในการบําบัดสารไพรี

ทรอยดโดยกระบวนการทางชีวภาพ 
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วธิกีารวิจยั 

1.  การเก็บตวัอยาง 

เก็บตัวอยางดินจากพ้ืนที่การเกษตรซึ่งมีประวัติในการปลูกขาวในเขต ตําบลดาวเรือง อําเภอเมือง 

จังหวัดสระบุรี ทําการเก็บตัวอยางในชวงฤดูฝน ตัวอยางดินมีประวัติการใชสารกําจัดศัตรูพืชหลังจากฉีด

พน 3-5 สัปดาห โดยใชพลั่วมือขุดหลุมลึกระดับ 0-15 เซนติเมตร ซึ่งเปนความลึกระดับไถพรวน เก็บ

ตัวอยางดินสวนตรงกลางจํานวน 5 จุด จุดละ 500 กรัม ใสถุงรวมกันเพื ่อนําไปใชในการคัดเล ือก

แบคทีเรีย  และเก็บสารไพรีทรอยดที่ฉีดพนในพื้นที่ใสขวดสีชาเพื่อนํามาทําการทดลองตอไป (พันธุเครือ 

ทิพยโสด และคณะ, 2558) 

2. การคัดแยกแบคทีเรีย 

เจือจางตัวอยางดิน 1 กรัม ครั้งละ 10 เทา (ten-fold serial dilution) ใหได 2 ระดับ คือเปน 

10 เทา 5 และ 6 ครั้ง (10-5, 10-6) จากนั้นนํามาแยกเช้ือโดยการเกลีย่เชื้อลงบนอาหารแข็ง (Tryptic Soy 

Agar – TSA) ที่มีไพรีทรอยดเขมขน 20 mM (MC Ifediegwu, 2015) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เลือกแบคทีเรียที่เปนโคโลนีเดี่ยวและมีลักษณะตางกันมา streak ลงบนอาหารแข็ง

วุนเอียง TSA เพ่ือทําการทดลองตอไป 

3. การจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่แยกได  

แบคทีเรียที่แยกไดจากวิธีในขอ 2. นํามาจําแนกชนิดโดยศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและลักษณะ

ทางกายภาพที่ปรากฎบนอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งทดสอบสมบัติทางชีวเคมี โดยทําการศึกษาขนาด 

ลักษณะ ผิวสัมผัส และสีของโคโลนี การยอมแกรม ทดสอบการสรางแกสในอาหาร EC broth ทดสอบ

การหมักคารบอไฮเดรตและการสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟดบนอาหาร Triple Sugar Iron (TSI) และ

ทดสอบการสังเคราะหเอนไซมยูรีเอสในอาหาร Urea agar (base) 

4. การหาคาความเขมขนตํ ่าสุดที ่สามารถยับยั ้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Minimal 

Inhibitory concentration; MIC) 

นําแบคทีเรียที่แยกไดมาเลี้ยงในอาหาร Muller Hinton broth 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาวัดคาดูดกลืนแสงที่ 600 

นาโนเมตร ปรับคาความขุนใหได 0.5 McFarland (ประมาณ 108 CFU/ml) นําหลอดทดลองที่ผานการ

ฆาเชื้อแลวจํานวน 10 หลอด ทําการดูดอาหาร Muller Hinton broth ใสลงไปในหลอดที่ 2-10 หลอด

ละ 1 มิลลิลิตร และดูดสารไพรีทรอยดที่เตรียมไวซึ่งมีความเขมขน 60mM ใสลงไปในหลอดที่ 1 และ 2 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นดูดสารละลายในหลอดท่ี 2 จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดท่ี 3 ทําซํ้าใน

ทํานองเดียวกันไปจนถึงหลอดที่ 9 สําหรับหลอดที่ 9 ผสมสารละลายใหเขากันดีแลวทําการดูดสารละลาย

ในหลอดที่ 9 ทิ ้งไป 1 มิลลิลิตร สําหรับหลอดที่ 10 จะมีอาหารเลี ้ยงเชื้อเพียงอยางเดียวซึ ่งใชเปน 

Positive control (PS)  จากนั้นทําการเติมเชื้อที่เตรียมไวใสลงในหลอดที่  1 ถึงหลอดที่ 10 หลอดละ 
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100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ซึ่งคา MIC จะไดจากคาความ

เขมขนของสารที่ตํ่าที่สุดที่เช้ือไมสามารถเจริญเติบโตได  

ผลและอภิปรายผลการวิจยั 

จากการเก็บตัวอยางดินจากพื้นที่การเกษตรในจังหวัดสระบุรีเพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่ทนตอสาร

ไพรีทรอยด โดยทําการเจือจางเปนลําดับสวน แลวเลี้ยงเชื้อบนอาหาร TSA (Tryptic Soy Agar) บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไพรีทรอยถูกใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการแยกเช้ือ

สายพันธุที่สามารถทนตอไพรีทรอยดไดโดยใช Enrichment technique ในการคัดแยกเชื้อสามารถแยก

แบคทีเรียไดทั้งหมด 3 ไอโซเลตซึ่งสามารถเจริญไดบนอาหารเลีย้งเช้ือที่มีความเขมขนของไพรีทรอยด 20 

mM โดยใหชื่อวา PT1 PT2 และ PT3 ความสามารถในการทนตอสารกําจดัศัตรูพืชของไอโซเลตหลานีจ้ะ

นําไปทําการทดสอบคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ตอไป  

นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดทั้ง 3 ไอโซเลตมาทําการศึกษาทางสัญฐานวิทยา ทําการยอมแกรม ยอม

สปอร ศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน และทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือศึกษาการหมักคารโบไฮเดรตและ

การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด ศึกษาการสังเคราะหเอนไซมยูรีเอสและศึกษาการสรางแกส ผลที่ไดดังแสดง

ในตารางท่ี 1 และ 2  

ตารางที ่1 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนสารไพรีทรอยด 

ไอโซเลต ลักษณะของโคโลน ี

รูปราง ลักษณะผิวหนา ลักษณะขอบ สีของโคโลนี 

PT1 กลมขนาดใหญ มันวาว ขอบเรียบ สีขาวใส 

PT2 กลมขนาดใหญ ไมมันวาว ขอบหยัก สีขาวขุนทึบแสง 

PT3 กลมขนาดเล็ก มันวาว ขอบเรียบ สีขาวใส 

 

ตารางที่ 2 ลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศนและผลการทดสอบทางชีวเคมี 

การทดสอบ PT1 PT2 PT3 

ยอมแกรม + + + 

ลักษณะใตกลอง

จุลทรรศน 

Cocci Rod Cocci 

ยอมสปอร - + - 

TSI -/- K/A -/- 

EC ++ -- ++ 

Urease + - + 
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หมายเหตุ: K/A = มีการหมักคารโบไฮเดรตและสรางกรด 

             -/-  = ไมมีการหมักคารโบไฮเดรตและไมมีการสรางกรด 

  

 จากการศึกษาลักษณะโคโลนี ภายใตกลองจุลทรรศนและทดสอบทางชีวเคมีพบวา ลักษณะโคโลนี

ของเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลตมีความคลายคลึงกัน แตกตางกันเล็กนอยที่ขนาดและลักษณะขอบของโคโลนี  โดย 

PT1 และ PT3 มีสีของโคโลนีที่ขาวใสลักษณะผิวหนามันวาวและมีของเรียบ แตแตกตางกันที่ขนาดของ

โคโลนี โดย PT1 มีขนาดของโคโลนีที่ใหญกวา PT3 สวนไอโซเลต PT2 มีขนาดโคโลนีใหญ ผิวหนาไมมัน

วาว ขอบหยักและมีสีขาวขุนทึบแสง จากลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนแสดงใหเหน็วาทั้ง 3 ไอโซเลตยอม

ติดสีแกรมบวก โดยไอโซเลต PT1 และ PT3 มีลักษณะกลมยอมไมติดสปอร สวน PT2 มีลักษณะทอนยอม

ติดสปอร เมื่อนําไปทดสอบทางชีวเคมีพบวา ไอโซเลต PT1 และ PT3 ไมมีการสรางกรดไมไมเกิดการยอย

คารโบไฮเดรต มีการสังเคราะหเอนไซมยูรีเอส จึงทําใหสามารถคาดไดวาเช้ือไอโซเลต PT1 และ PT3 เปน

เช ื ้อในกล ุ ม Micrococcus sp. จากการทดสอบทางช ีวเคม ีของไอโซเลต PT2 พบว าม ีการย อย

คารโบไฮเดรตและมีการสรางกรด ไมพบการสังเคราะหยูรีเอส จึงคาดวา PT2 นาจะเปนเชื้อในกลุม 

Bacillus sp. ผลที่ไดนี ้สอดคลองกับงานวิจัยในการแยกแบคทีเรียจากดินท่ีมีการปนเปอนยาปราบศัตรูพืช

ในกลุ มไพรีทรอยด ซ ึ ่งเม ื ่อทําการศึกษาเพื ่อระบุชนิดของแบคทีเร ียพบวาเปนแบคทีเรียในกลุม 

Micrococcus sp. (Tallur และคณะ, 2008) และ Bacillus cibi (Pandey และคณะ, 2014) ซ ึ ่ง เชื้อ

แบคทีเรียดังกลาวนี้มีความสามารถในการยอยสลายสารในกลุมไพรีทรอยดได ในการบงช้ีชนิดของเชื้อควร

มีการทดสอบทางชีวเคมีเพิ่มเติมรวมถึงการทําการศึกษาลําดับเบสเพื่อระบุชนิดของเชื้อที่ชัดเจนตอไป  

แบคทีเร ียสายพันธุ อ ื ่นๆ ที ่ม ีการศ ึกษาและพบวาม ีความสามารถในการย อยสลายอยางเชน 

Xanthomonas maltophilia พบวาสามารถเจริญไดในความเขมขนที่แตกตางกันของไซเปอรเมธริน 

(Jabeen และคณะ, 2017) Pseudomonas sp. และ Serratia sp. ซึ่งแยกไดจากดินและนํ้ายาแชแกะ

สามารถใชไซเปอรเมธรินและฟลูเมธรินเปนแหลงพลังงานได (Jilani S และ Altaf Khan M, 2004, Grant 

R และ Betts W, 2004)  

  

แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตที่แยกได นํามาทดสอบเพื่อหาคา MIC โดยใชความเขมขนของสารไพรี

ทรอยดเริ่มตนที่ 30 mM เพ่ือหาความเขมขนตํ่าสุดของสารไพรีทรอยดที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได ซึง่

คา MIC ของแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 

ตารางที่ 3 คา MIC ของสารไพรีทรอยดที่ความเขมขนเริ่มตน 30 mM  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 PS 

เช้ือ 30 

mM 

15 

mM 

7.5 

mM 

3.75 

mM 

1.87 

mM 

0.93 

mM 

0.46 

mM 

0.23 

mM 

0.11 

mM 
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PT1 - - - + + + + + + + 

PT2 - - - - - + + + + + 

PT3 - - - - - - + + + + 

หมายเหตุ: PS = positive control 

 เมื่อนําแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตมาทําการทดลองเพื่อหาคาตํ่าสุดของสารไพรีทรอยดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียไดพบวา ไอโซเลต PT1 มีคา MIC สูงที่สุดอยูที่ 7.5 mM สวนไอ

โซเลต PT2 และ PT3 มีคา MIC อยูที่ 1.87 mM และ 0.93 mM ตามลําดับ ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับการ

ทดลองของ Tallur และคณะ (2008) และ Pandey และคณะ (2014) ซึ่งพบวาคาความเขมขนสูงของ

สารในกลุมไพรีทรอยดที่เช้ือสามารถนําไปใชได สําหรับ Micrococcus sp. อยูท่ี 2.40 mM และ สําหรับ 

Bacillus cibi อยูท่ี 1.89 mM ตามลําดับ ผลที่ไดแสดงใหเห็นวาปริมาณสารท่ีเหมาะสมสําหรับแบคทีเรยี

ทั้ง 3 ไอโซเลตนี้แตกตางกัน แตอยางไรก็ตามความเขมขนที่สูงไมกอใหเกิดความเปนพิษกับแบคทีเรียทั้ง 

3 ไอโซเลต แตจะมีผลตอยอยสลายสารปราบศัตรูพืชที่ลดลง จากการทดลอง Jilani และ Khan (2004) 

ใชความเขมขนของสารไซเปอรเมธริน 80-125 ppm ในการทดสอบกับเชื้อ Pseudomonas พบวาท่ี

ความเขมขนที่สูงขึ้นระยะเวลาในการแบงตัวของจุลินทรียจะเพิ่มมากขึ้น และอัตราการใชซับสเตรตจะ

ลดลง จากการศึกษาคา MIC ของสารไซเปอรเมธรินที ่ไดจากการทดลองกับเชื ้อ Xanthomonas 

maltophilia อยูที ่ 100-200 µg/ml และมากกวา 200 µg/ml สําหรับเชื้อ Acinetobacter (Jabeen 

และคณะ, 2017) ในการทดสอบการทนตอสารปราบศัตรูพืชชนิดตางๆ ของเชื ้อ Pseudomonas 

aeruginosa PAL106 พบวาสามารถทนตอสารไซเปอรเมธินไดถึง 12,000 ppm (Naphade และคณะ, 

2012) การศึกษาเหลานี้แสดงใหเห็นถึงความสามารถของสายพันธุแบคทีเรียในการยอยสลายสารในกลุม

ไพรีทรอยดและใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโต  

 จากการที่เช้ือแบคทีเรียไอโซเลต PT1 ทนตอสารไพรีทรอยดไดดกีวา PT2 และ PT3 และสามารถ

ทนตอสารไพรีทรอยดที่ความเขมขนสูงได อาจเปนเพราะแบคทีเรียมีการปรับตัวเพื่อใหสามารถอยูใน

สิ่งแวดลอมที่ปนเปอน และมีกลไลที่สามารถปรับเปลี่ยนสารไพรีทรอยดใหเปนสารที่มีความเปนพิษ

นอยลงหรือนําสารนั้นมาใชในการเจริญเติบโตได (Jiani และ Khan, 2004) ซึ่งคุณสมบัติเหลานี้ทําให

สามารถพัฒนาเพ่ือนําไปใชในกระบวนการการบําบัดสารกําจัดศัตรูพืชไพรีทรอยดโดยกระบวนการทาง

ชีวภาพไดตอไป  
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สรปุผลการวิจัย  

 จากการศึกษาการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่ทนตอไพรีทรอยดในพื้นที่การเกษตรพบวาสามารถคัด

แยกเชื้อที่ทนตอไพรีทรอยดได 3 ไอโซเลตคือ PT1 PT2 และ PT3 ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้สามารถใชไพรี

ทรอยดเปนแหลงคารบอนได จากการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนและทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อ

แบคทีเรียทั ้ง 3 ไอโซเลตคาดวา PT1 และ PT3 นาจะเปน Micrococcus sp. และ PT2 นาจะเปน 

Bacillus sp. แตอยางไรก็ตามผลของการทดสอบทางชีวเคมีมีไมมากเพียงพอที่จะสรุปไดอยางแนชัดวา

เชื้อที่แยกไดเปนสายพันธุดังกลาวหรือไม จึงควรมีการทําการทดสอบทางชีวเคมีเพิ่มเติมรวมถึงศึกษา

ลําดับเบสเพื่อบงชีชนิดของเชื้อที่คัดแยกไดใหชัดเจนและถูกตองตอไป จากการทดสอบคา MIC ของไพรี

ทรอยดพบวาไอโซเลต PT1 มีคาสูงที ่สุด โดยมีคาอยู ที ่ 7.5 mM ควรมีการศึกษาตอไปถึงสภาวะท่ี

เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต รวมกับศึกษาหาประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีทรอยดของ

แบคทีเรียเหลานี้ เพื่อใหสามารถนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดนี้ไปประยุกตใชในการบําบัดการปนเปอนของ

ไพรีทรอยดในสิ่งแวดลอมดวยกระบวนการการฟนฟูทางชีวภาพตอไป  
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