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บทคดัยอ  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกและศึกษาสมบัติเบื้องตนของเชื้อแบคทีเรียที่ทนตอสารไพรี

ทรอยดจากดินเกษตรดวยเทคนิค Enrich culture โดยทําการเจือจางตัวอยางดินแบบลดลําดับสวนแลว

เลี้ยงเช้ือบนอาหาร TSA (Tryptic Soy Agar) สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน

ได 3 ไอโซเลต เมื่อนําแบคทีเรียที่ไดมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบสมบัติทางชีวเคมี ผล

ที่ไดคาดวาไอโซเลต PT1 และ PT3 นาจะเปนแบคทีเรียในสกุล Micrococcus sp. สวน PT2 นาจะเปน

แบคทีเรียในสกุล Bacillus sp. ผลการทดสอบหาคาความเขมขนตํ่าสุดของสารไพรีทอยดตอการยับย้ัง

เช้ือแบคทีเรีย (MIC : Minimum Inhibitory Concentration) พบวาเช้ือแบคทีเรียมีคา MIC สูงสุดอยูที่ 

7.5 mM คือไอโซเลต PT1  

คาํสาํคญั: ไพรีทรอยด, การบําบัดทางชีวภาพ, การยอยสลายทางชีวภาพ 

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 

ประเทศไทยมีการใชสารกําจัดศัตรูพืชกันอยางกวางขวาง ทําใหสงผลกระทบทั้งทางตรงและ

ทางออมตอระบบนิเวศเนื่องดวยสารเคมีเหลานี้คงทนและยากตอการยอยสลาย (ศิริพรรณ สารินทร, 

2550) ไพรีทรอยดเปนกลุมสารเคมีสังเคราะหท่ีเลียนแบบสารสกัดจากธรรมชาติ ไพรีทรัม (Pyrethrum) 

หรือไพริทริน (Pyrethrins) ที่พบในพืชตระกูลดอกเบญจมาศ ไพรีทรอยดสังเคราะหคลายกับไพริทริน

ตามธรรมชาติแตไดรับการปรับปรุงเพิ่มความคงอยูไดในสิ่งแวดลอม (สํานักงานคณะกรรมการอาหารและ

ยา, 2552) สารที ่รู จ ักและใชกันในขณะนี้ไดแก ไซเปอรเมธริน (Cypermethin) และ เดลตาเมธริน 

(Deltamethrin) (สถาบันอาหาร กระทรวงอุตสาหกรรม) 

จากการที่ไพรีทรอยดถูกจัดวาปลอดภัยกวาและเปนทางเลือกแทนการใชสารกําจัดศัตรูพืชในกลุม 

organophosphates (OPs) ทําใหเปนที่นิยมมากขึ้น การใชสารไพรีทรอยดที่เพิ่มมากขึ้นอยางตอเนื่อง

สงผลใหเกิดปญหาการปนเปอนในสิ่งแวดลอมทั้งในสวนของดินและนํ้าและสงผลถึงสิ่งมีชีวิตที่ไมใช

เปาหมายในการกําจัด (Antwi and Reddy, 2015) จากคุณสมบัติของสารที่เปน Highly hydrophobic 

ทําใหไพรีทรอยดสามารถยึดเกาะกับอนุภาคของดินและสารอินทรยีไดดี สงผลใหถูกชะลางลงสูแหลงนํ้าใต

ดินและกอใหเกิดผลเสียตอระบบนิเวศ (Xu และคณะ, 2015) มีรายงานวาไพรีทรอยดสงผลตอการ

เปลี ่ยนแปลงเชิงปริมาณและคุณภาพของจุลินทรียในดิน กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอสมดุลของ

ไนโตรเจนในดินซึ่งนําไปสูผลกระทบตอการเจริญเติบโตของพืชและความอุดสมบรูณของดนิ (Tejada และ

คณะ, 2015, Das และคณะ 2016) ในสวนของสิ่งมีชีวิตไพรีทรอยดสงผลตอระบบประสาทของสัตวมี

กระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดูกสันหลังโดยการกอใหเกิดสภาวะตื่นตัวที่มากเกินไปและทําลายการ

ทํางานของโซเดียมชาแนลสงผลใหโซเดียมชาแนลเปดในระยะเวลาที่นานกวาปกติ (Vijvergerg HP และ

คณะ, 1990) 

การบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) เปนวิธีที่อาศัยความสามารถของจุลินทรียในการยอย

สารพิษใหมีปริมาณลดลง ในดินและในนํ้าที่มีการปนเปอนสารกําจัดศัตรูพืชจากหลายๆ แหลงไดมีการ

รายงานวาสามารถบําบัดการปนเปอนนี้ไดโดยการใชจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษ 

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

แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารปราบศัตรูพืชไดจึงเปนวิธีที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพวิธีหนึ่งในการ

บําบัดสารฆาแมลงที่ตกคางอยูในสิ่งแวดลอม 

วัตถุประสงค 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีทนตอสารไพรีทรอยดจากดินในพ้ืนที่การเกษตร

ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน เพื่อการประยุกตและพัฒนาสูการเปนจุลินทรียที่ใชในการบําบัดสารไพรี

ทรอยดโดยกระบวนการทางชีวภาพ 
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วธิกีารวิจยั 

1.  การเก็บตวัอยาง 

เก็บตัวอยางดินจากพ้ืนที่การเกษตรซึ่งมีประวัติในการปลูกขาวในเขต ตําบลดาวเรือง อําเภอเมือง 

จังหวัดสระบุรี ทําการเก็บตัวอยางในชวงฤดูฝน ตัวอยางดินมีประวัติการใชสารกําจัดศัตรูพืชหลังจากฉีด

พน 3-5 สัปดาห โดยใชพลั่วมือขุดหลุมลึกระดับ 0-15 เซนติเมตร ซึ่งเปนความลึกระดับไถพรวน เก็บ

ตัวอยางดินสวนตรงกลางจํานวน 5 จุด จุดละ 500 กรัม ใสถุงรวมกันเพื ่อนําไปใชในการคัดเล ือก

แบคทีเรีย  และเก็บสารไพรีทรอยดที่ฉีดพนในพื้นที่ใสขวดสีชาเพื่อนํามาทําการทดลองตอไป (พันธุเครือ 

ทิพยโสด และคณะ, 2558) 

2. การคัดแยกแบคทีเรีย 

เจือจางตัวอยางดิน 1 กรัม ครั้งละ 10 เทา (ten-fold serial dilution) ใหได 2 ระดับ คือเปน 

10 เทา 5 และ 6 ครั้ง (10-5, 10-6) จากนั้นนํามาแยกเช้ือโดยการเกลีย่เชื้อลงบนอาหารแข็ง (Tryptic Soy 

Agar – TSA) ที่มีไพรีทรอยดเขมขน 20 mM (MC Ifediegwu, 2015) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เลือกแบคทีเรียที่เปนโคโลนีเดี่ยวและมีลักษณะตางกันมา streak ลงบนอาหารแข็ง

วุนเอียง TSA เพ่ือทําการทดลองตอไป 

3. การจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่แยกได  

แบคทีเรียที่แยกไดจากวิธีในขอ 2. นํามาจําแนกชนิดโดยศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและลักษณะ

ทางกายภาพที่ปรากฎบนอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งทดสอบสมบัติทางชีวเคมี โดยทําการศึกษาขนาด 

ลักษณะ ผิวสัมผัส และสีของโคโลนี การยอมแกรม ทดสอบการสรางแกสในอาหาร EC broth ทดสอบ

การหมักคารบอไฮเดรตและการสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟดบนอาหาร Triple Sugar Iron (TSI) และ

ทดสอบการสังเคราะหเอนไซมยูรีเอสในอาหาร Urea agar (base) 

4. การหาคาความเขมขนตํ ่าสุดที ่สามารถยับยั ้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Minimal 

Inhibitory concentration; MIC) 

นําแบคทีเรียที่แยกไดมาเลี้ยงในอาหาร Muller Hinton broth 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาวัดคาดูดกลืนแสงที่ 600 

นาโนเมตร ปรับคาความขุนใหได 0.5 McFarland (ประมาณ 108 CFU/ml) นําหลอดทดลองที่ผานการ

ฆาเชื้อแลวจํานวน 10 หลอด ทําการดูดอาหาร Muller Hinton broth ใสลงไปในหลอดที่ 2-10 หลอด

ละ 1 มิลลิลิตร และดูดสารไพรีทรอยดที่เตรียมไวซึ่งมีความเขมขน 60mM ใสลงไปในหลอดที่ 1 และ 2 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นดูดสารละลายในหลอดท่ี 2 จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดท่ี 3 ทําซํ้าใน

ทํานองเดียวกันไปจนถึงหลอดที่ 9 สําหรับหลอดที่ 9 ผสมสารละลายใหเขากันดีแลวทําการดูดสารละลาย

ในหลอดที่ 9 ทิ ้งไป 1 มิลลิลิตร สําหรับหลอดที่ 10 จะมีอาหารเลี ้ยงเชื้อเพียงอยางเดียวซึ ่งใชเปน 

Positive control (PS)  จากนั้นทําการเติมเชื้อที่เตรียมไวใสลงในหลอดที่  1 ถึงหลอดที่ 10 หลอดละ 
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100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ซึ่งคา MIC จะไดจากคาความ

เขมขนของสารที่ตํ่าที่สุดที่เช้ือไมสามารถเจริญเติบโตได  

ผลและอภิปรายผลการวิจยั 

จากการเก็บตัวอยางดินจากพื้นที่การเกษตรในจังหวัดสระบุรีเพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่ทนตอสาร

ไพรีทรอยด โดยทําการเจือจางเปนลําดับสวน แลวเลี้ยงเชื้อบนอาหาร TSA (Tryptic Soy Agar) บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไพรีทรอยถูกใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการแยกเช้ือ

สายพันธุที่สามารถทนตอไพรีทรอยดไดโดยใช Enrichment technique ในการคัดแยกเชื้อสามารถแยก

แบคทีเรียไดทั้งหมด 3 ไอโซเลตซึ่งสามารถเจริญไดบนอาหารเลีย้งเช้ือที่มีความเขมขนของไพรีทรอยด 20 

mM โดยใหชื่อวา PT1 PT2 และ PT3 ความสามารถในการทนตอสารกําจดัศัตรูพืชของไอโซเลตหลานีจ้ะ

นําไปทําการทดสอบคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ตอไป  

นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดทั้ง 3 ไอโซเลตมาทําการศึกษาทางสัญฐานวิทยา ทําการยอมแกรม ยอม

สปอร ศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน และทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือศึกษาการหมักคารโบไฮเดรตและ

การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด ศึกษาการสังเคราะหเอนไซมยูรีเอสและศึกษาการสรางแกส ผลที่ไดดังแสดง

ในตารางท่ี 1 และ 2  

ตารางที ่1 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนสารไพรีทรอยด 

ไอโซเลต ลักษณะของโคโลน ี

รูปราง ลักษณะผิวหนา ลักษณะขอบ สีของโคโลนี 

PT1 กลมขนาดใหญ มันวาว ขอบเรียบ สีขาวใส 

PT2 กลมขนาดใหญ ไมมันวาว ขอบหยัก สีขาวขุนทึบแสง 

PT3 กลมขนาดเล็ก มันวาว ขอบเรียบ สีขาวใส 

 

ตารางที่ 2 ลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศนและผลการทดสอบทางชีวเคมี 

การทดสอบ PT1 PT2 PT3 

ยอมแกรม + + + 

ลักษณะใตกลอง

จุลทรรศน 

Cocci Rod Cocci 

ยอมสปอร - + - 

TSI -/- K/A -/- 

EC ++ -- ++ 

Urease + - + 
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หมายเหตุ: K/A = มีการหมักคารโบไฮเดรตและสรางกรด 

             -/-  = ไมมีการหมักคารโบไฮเดรตและไมมีการสรางกรด 

  

 จากการศึกษาลักษณะโคโลนี ภายใตกลองจุลทรรศนและทดสอบทางชีวเคมีพบวา ลักษณะโคโลนี

ของเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลตมีความคลายคลึงกัน แตกตางกันเล็กนอยที่ขนาดและลักษณะขอบของโคโลนี  โดย 

PT1 และ PT3 มีสีของโคโลนีที่ขาวใสลักษณะผิวหนามันวาวและมีของเรียบ แตแตกตางกันที่ขนาดของ

โคโลนี โดย PT1 มีขนาดของโคโลนีที่ใหญกวา PT3 สวนไอโซเลต PT2 มีขนาดโคโลนีใหญ ผิวหนาไมมัน

วาว ขอบหยักและมีสีขาวขุนทึบแสง จากลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนแสดงใหเหน็วาทั้ง 3 ไอโซเลตยอม

ติดสีแกรมบวก โดยไอโซเลต PT1 และ PT3 มีลักษณะกลมยอมไมติดสปอร สวน PT2 มีลักษณะทอนยอม

ติดสปอร เมื่อนําไปทดสอบทางชีวเคมีพบวา ไอโซเลต PT1 และ PT3 ไมมีการสรางกรดไมไมเกิดการยอย

คารโบไฮเดรต มีการสังเคราะหเอนไซมยูรีเอส จึงทําใหสามารถคาดไดวาเช้ือไอโซเลต PT1 และ PT3 เปน

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

คารโบไฮเดรตและมีการสรางกรด ไมพบการสังเคราะหยูรีเอส จึงคาดวา PT2 นาจะเปนเชื้อในกลุม 

Bacillus sp. ผลที่ไดนี ้สอดคลองกับงานวิจัยในการแยกแบคทีเรียจากดินท่ีมีการปนเปอนยาปราบศัตรูพืช

ในกลุ มไพรีทรอยด ซ ึ ่งเม ื ่อทําการศึกษาเพื ่อระบุชนิดของแบคทีเร ียพบวาเปนแบคทีเรียในกลุม 

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

แบคทีเรียดังกลาวนี้มีความสามารถในการยอยสลายสารในกลุมไพรีทรอยดได ในการบงช้ีชนิดของเชื้อควร

มีการทดสอบทางชีวเคมีเพิ่มเติมรวมถึงการทําการศึกษาลําดับเบสเพื่อระบุชนิดของเชื้อที่ชัดเจนตอไป  

แบคทีเร ียสายพันธุ อ ื ่นๆ ที ่ม ีการศ ึกษาและพบวาม ีความสามารถในการย อยสลายอยางเชน 

Xanthomonas maltophilia พบวาสามารถเจริญไดในความเขมขนที่แตกตางกันของไซเปอรเมธริน 

(Jabeen และคณะ, 2017) Pseudomonas sp. และ Serratia sp. ซึ่งแยกไดจากดินและนํ้ายาแชแกะ

สามารถใชไซเปอรเมธรินและฟลูเมธรินเปนแหลงพลังงานได (Jilani S และ Altaf Khan M, 2004, Grant 

R และ Betts W, 2004)  

  

แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตที่แยกได นํามาทดสอบเพื่อหาคา MIC โดยใชความเขมขนของสารไพรี

ทรอยดเริ่มตนที่ 30 mM เพ่ือหาความเขมขนตํ่าสุดของสารไพรีทรอยดที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได ซึง่

คา MIC ของแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 

ตารางที่ 3 คา MIC ของสารไพรีทรอยดที่ความเขมขนเริ่มตน 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 
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mM 

0.46 
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mM 
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PT1 - - - + + + + + + + 

PT2 - - - - - + + + + + 

PT3 - - - - - - + + + + 

หมายเหตุ: PS = positive control 

 เมื่อนําแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตมาทําการทดลองเพื่อหาคาตํ่าสุดของสารไพรีทรอยดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียไดพบวา ไอโซเลต PT1 มีคา MIC สูงที่สุดอยูที่ 7.5 mM สวนไอ

โซเลต PT2 และ PT3 มีคา MIC อยูที่ 1.87 mM และ 0.93 mM ตามลําดับ ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับการ

ทดลองของ Tallur และคณะ (2008) และ Pandey และคณะ (2014) ซึ่งพบวาคาความเขมขนสูงของ

สารในกลุมไพรีทรอยดที่เช้ือสามารถนําไปใชได สําหรับ Micrococcus sp. อยูท่ี 2.40 mM และ สําหรับ 

Bacillus cibi อยูท่ี 1.89 mM ตามลําดับ ผลที่ไดแสดงใหเห็นวาปริมาณสารท่ีเหมาะสมสําหรับแบคทีเรยี

ทั้ง 3 ไอโซเลตนี้แตกตางกัน แตอยางไรก็ตามความเขมขนที่สูงไมกอใหเกิดความเปนพิษกับแบคทีเรียทั้ง 

3 ไอโซเลต แตจะมีผลตอยอยสลายสารปราบศัตรูพืชที่ลดลง จากการทดลอง Jilani และ Khan (2004) 

ใชความเขมขนของสารไซเปอรเมธริน 80-125 ppm ในการทดสอบกับเชื้อ Pseudomonas พบวาท่ี

ความเขมขนที่สูงขึ้นระยะเวลาในการแบงตัวของจุลินทรียจะเพิ่มมากขึ้น และอัตราการใชซับสเตรตจะ

ลดลง จากการศึกษาคา MIC ของสารไซเปอรเมธรินที ่ไดจากการทดลองกับเชื ้อ Xanthomonas 

maltophilia อยูที ่ 100-200 µg/ml และมากกวา 200 µg/ml สําหรับเชื้อ Acinetobacter (Jabeen 

และคณะ, 2017) ในการทดสอบการทนตอสารปราบศัตรูพืชชนิดตางๆ ของเชื ้อ Pseudomonas 

aeruginosa PAL106 พบวาสามารถทนตอสารไซเปอรเมธินไดถึง 12,000 ppm (Naphade และคณะ, 

2012) การศึกษาเหลานี้แสดงใหเห็นถึงความสามารถของสายพันธุแบคทีเรียในการยอยสลายสารในกลุม

ไพรีทรอยดและใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโต  

 จากการที่เช้ือแบคทีเรียไอโซเลต PT1 ทนตอสารไพรีทรอยดไดดกีวา PT2 และ PT3 และสามารถ

ทนตอสารไพรีทรอยดที่ความเขมขนสูงได อาจเปนเพราะแบคทีเรียมีการปรับตัวเพื่อใหสามารถอยูใน

สิ่งแวดลอมที่ปนเปอน และมีกลไลที่สามารถปรับเปลี่ยนสารไพรีทรอยดใหเปนสารที่มีความเปนพิษ

นอยลงหรือนําสารนั้นมาใชในการเจริญเติบโตได (Jiani และ Khan, 2004) ซึ่งคุณสมบัติเหลานี้ทําให

สามารถพัฒนาเพ่ือนําไปใชในกระบวนการการบําบัดสารกําจัดศัตรูพืชไพรีทรอยดโดยกระบวนการทาง

ชีวภาพไดตอไป  
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สรปุผลการวิจัย  

 จากการศึกษาการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่ทนตอไพรีทรอยดในพื้นที่การเกษตรพบวาสามารถคัด

แยกเชื้อที่ทนตอไพรีทรอยดได 3 ไอโซเลตคือ PT1 PT2 และ PT3 ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้สามารถใชไพรี

ทรอยดเปนแหลงคารบอนได จากการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนและทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อ

แบคทีเรียทั ้ง 3 ไอโซเลตคาดวา PT1 และ PT3 นาจะเปน Micrococcus sp. และ PT2 นาจะเปน 

Bacillus sp. แตอยางไรก็ตามผลของการทดสอบทางชีวเคมีมีไมมากเพียงพอที่จะสรุปไดอยางแนชัดวา

เชื้อที่แยกไดเปนสายพันธุดังกลาวหรือไม จึงควรมีการทําการทดสอบทางชีวเคมีเพิ่มเติมรวมถึงศึกษา

ลําดับเบสเพื่อบงชีชนิดของเชื้อที่คัดแยกไดใหชัดเจนและถูกตองตอไป จากการทดสอบคา MIC ของไพรี

ทรอยดพบวาไอโซเลต PT1 มีคาสูงที ่สุด โดยมีคาอยู ที ่ 7.5 mM ควรมีการศึกษาตอไปถึงสภาวะท่ี

เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต รวมกับศึกษาหาประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีทรอยดของ

แบคทีเรียเหลานี้ เพื่อใหสามารถนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดนี้ไปประยุกตใชในการบําบัดการปนเปอนของ

ไพรีทรอยดในสิ่งแวดลอมดวยกระบวนการการฟนฟูทางชีวภาพตอไป  
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