
 

 

 

บทที ่4 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

1. การคัดแยกแบคทเีรียทีส่ามารถย่อยสลายสารไกลโฟเสท 

จากการทดลองไดแ้ยกเช้ือแบคทีเรียจากตวัอย่างดินในพื้นท่ีแปลงเพาะปลูกซ่ึงมี

ประวติัการใช้สารไกลโฟเสทจากแหล่งต่างๆ เพื่อคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการย่อย

สลายสารไกลโฟเสท โดยทาํการเก็บตวัอย่างดินจากพื้นท่ีการเกษตรท่ีมีการใช้สารไกลโฟเสท  

จาํนวน 6  ตวัอย่าง ได้แก่ สวนลาํไย สวนหอม ไร่ขา้วโพด สวนมะม่วง สวนส้ม และไร่มนัฝร่ัง

(ภาคผนวก ก) แลว้ทาํการคดัแยกแบคทีเรียโดยการเจือจางเป็นลาํดบัแลว้เกล่ีย (spread plate) บน

อาหาร tryptic soy agar (TSA) ท่ีมีสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผลการคดัแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินทั้งหมด 6 

ตวัอยา่ง พบวา่สามารถคดัแยกเช้ือแบคทีเรียไดท้ั้งหมด 27 ไอโซเลท (ตาราง 6)  ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียท่ี

คดัแยกไดจ้ะนาํไปทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทในระดบัห้องปฏิบติัการ

ในขั้นตอนต่อไป  

 

ตาราง 6 จาํนวนแบคทีเรียท่ีสามารถยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดิน 6 แหล่ง 

 

ลาํดบั สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลท รหสัเช้ือ 

1 สวนลาํไย ต.แม่สอย  

อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่ 

5 LMC1, LMC2, LMC3, 

LMC4, LMC5 

 

2 สวนหอม ต.แม่สอย  

อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่ 

3 OMC1, OMC2, OMC3 

 

 

3 ไร่ขา้วโพด ต.แม่สอย  

อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่ 

4 CMC1, CMC2, CMC3, 

CMC4 

 

4 สวนมะม่วง ต.แม่สอย  

อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่ 

5 MMC1, MMC2, 

MMC3, MMC4, 

MMC5 



 

45 

 

ตาราง 6 (ต่อ)  

 

ลาํดบั สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลท รหสัเช้ือ 

5 สวนส้ม ต.สันทราย  

อ.ฝาง จ.เชียงใหม่ 

7 OSF1, OSF2, OSF3,  

OSF4, OSF5, OSF6, 

OSF7 

 

6 ไร่มนัฝร่ัง ต. แม่สาว 

อ.แม่อาย จ.เชียงใหม่ 

3 PMA1, PMA2, PMA3 

 

 นาํแบคทีเรียทั้ง 27 ไอโซเลท มาทาํการศึกษาลกัษณะของโคโลนีเพื่อแยกความ

แตกต่างของแบคทีเรีย จากการศึกษาลกัษณะของโคโลนีของแบคทีเรียทั้ง 27 ไอโซเลท พบว่า

โคโลนีของแบคทีเรียมีลกัษณะโคโลนี สีของโคโลนี ลกัษณะขอบโคโลนี และลกัษณะผิวหนา้ของ

โคโลนีท่ีแตกต่างกนัดงัตารางผนวก 1 

จากการศึกษาลกัษณะของเซลลแ์บคทีเรียโดยเทคนิคการยอ้มสีแบบแกรม (gram’s 

staining) แลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 1000 เท่า  พบวา่แบคทีเรียท่ีไดท้ั้งหมดมีทั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ มีรูปร่างเป็นท่อน มีการเรียงจดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ด่ียว และเรียงต่อ

กนัเป็นเส้นสายหรือโซ่ ส่วนแบคทีเรียท่ีมีรูปร่างกลม อยู่เป็นเซลล์เด่ียว และจดัตวัเป็นกลุ่มคลา้ย

พวงองุ่น (ตารางผนวก 2)  
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2. การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสทของเช้ือแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ในระดับ

ห้องปฏิบัติการ 

 จากการทดลองไดน้าํเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดท้ั้ง 27 ไอโซเลท มาทาํการทดสอบ

ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทในระดบัห้องปฏิบติัการ โดยเติมสารไกลโฟเสทลงไป

ในอาหารท่ีมีเช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบขา้งตน้ให้มีความเขม้ขน้เท่ากบั 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 

แลว้นาํไปเขยา่บน shaker เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทาํ

การเก็บตวัอยา่งท่ี 5 และ 10 วนั จากนั้นทาํการวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสทท่ีเหลือ

ดว้ยเคร่ือง high performance liquid chromatography (HPLC) จาการทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ย

สลายสารไกลโฟเสทพบวา่เช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดท้ั้ง 27 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการยอ่ย

สลายสารไกลโฟเสทจากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยท่ีระยะเวลา 5 วนั ไอโซเลท 

LMC2  MMC2 และ PMA2 สามารถยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทจากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 20 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ให้เหลืออยู ่0.80 0.90 และ 0.87 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั และท่ีระยะเวลา 10 วนั ไอโซ

เลท LMC2  MMC2 และ PMA2 สามารย่อยสลายสารไกลโฟเสทจากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 20 

มิลลิกรัมต่อลิตร ใหเ้หลืออยู ่0.25 0.12 และ 0.20 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพ 6) จากการศึกษา

ของ Bazot and Lebeau (2008) ท่ีพบวา่เช้ือแบคทีเรียในธรรมชาติสามารถเปล่ียนสารอินทรียท่ี์เป็น

องคป์ระกอบของสารไกลโฟเสทซ่ึงเป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้มและส่ิงมีชีวิตให้กลายเป็นสารท่ีไม่

เป็นอนัตรายหรือลดความเป็นพิษของสารไกลโฟเสทให้น้อยลง และไดศึ้กษาเก่ียวกบัการคดัแยก

แบคทีเรียเพื่อใชใ้นการบาํบดัสารพิษทางชีวภาพพบวา่ Pseudomonas 4ASW มีประสิทธิภาพในการ

ยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทใหล้ดลงได ้และ Shinabarger and Braymer (1984) พบวา่ Pseudomonas 

sp. มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์เอนไซม์เพื่อย่อยสารไกลโฟเสทเพื่อใช้ในการเจริญเติบโต 

นอกจากน้ีมีรายงานวิจยัของ Pipke  and Amrhein  (1988) ท่ีพบวา่ Arthrobacter atrocyaneus เป็น

แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตไดใ้นแหล่งท่ีมีสารไกลโฟเสทเน่ืองจากแบคทีเรียใช้สารไกลโฟ

เสทเป็นแหล่งฟอสฟอรัสเพื่อใช้ในการเจริญเติบโต ทั้งน้ีสารไกลโฟเสทเป็นแหล่งฟอสฟอรัสท่ี

แบคทีเรียบางสายพนัธ์ุใชเ้ป็นอาหารในการเจริญเติบโตได ้(Balthazor and Hallas, 1986; Quinn et 

al., 1988) 
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ภาพ 6 ความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสทจากการยอ่ยสลายโดยแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดท่ี้ระยะเวลา 5 วนั และ 10 วนั (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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 เม่ือวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ Analysis of Variance (ANOVA) และ

วิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range test  ดว้ยโปรแกรม SPSS 

พบวา่เช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดท้ั้ง 27 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทท่ี

แตกต่างกนัอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลท MMC2  

LMC2  และ PMA2 มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทมากท่ีสุด เท่ากบั 97.44  97.37  

และ 97.30 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ซ่ึงชุดควบคุม (control) มีสารไกลโฟเสทลดลงนอ้ยท่ีสุด เท่ากบั 

18.10 เปอร์เซ็นต์  (ตาราง 7) จากการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสทได้

สอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัของ Moneke et al. (2010) ท่ีไดก้ล่าววา่แบคทีเรียบางสายพนัธ์ุสามารถ

ทนต่อความเป็นพิษของสารไกลโฟเสทได้และเจริญเติบโตได้โดยใช้สารไกลโฟเสทเป็นแหล่ง

อาหาร และจากรายงานวิจยัของ Inna et al. (2010) พบว่าแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน ไดแ้ก่ 

Achromobacter  sp. และ Ochrobactrum anthropic มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสท

ได ้ 65.8  และ 49.5 เปอร์เซ็นต ์  

 

ตาราง 7  ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดท้ั้ง 27  

               ไอโซเลท (เปอร์เซ็นต)์ 

 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสท 

(เปอร์เซ็นต)์ 

Control 18.10G 

LMC1 95.34ABC 

LMC2 97.37A 

LMC3 97.00AB 

LMC4 96.77AB 

LMC5 91.18 EF 

OMC1 95.85 ABC 

OMC2 97.14 AB 

OMC3 97.11 AB 

CMC1 96.14 AB 

CMC2 95.80 ABC 

CMC3 90.50 F 
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ตาราง 7 (ต่อ)  

 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสท 

(เปอร์เซ็นต)์ 

CMC4 91.38 EF 

MMC1 97.11 AB 

MMC2 97.44 A 

MMC3 96.22 AB 

MMC4 95.26 ABC 

MMC5 94.89 BC 

OSF1 93.99 CD 

OSF2 96.26 AB 

OSF3 96.37 AB 

OSF4 90.84 EF 

OSF5 96.13 AB 

OSF6 96.12 AB 

OSF7 92.80 DF 

PMA1 96.21 AB 

PMA2 97.30 A 

PMA3 97.08 AB 

F-test * 

 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ  

เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวธีิ DMRT ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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3. การศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยาของเช้ือแบคทีเรียทีค่ัดเลอืก 

จากข้อมูลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสทของเช้ือ

แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นระดบัห้องปฏิบติัการ สามารถคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการ

ยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทไดดี้ท่ีสุด 3 ไอโซเลท คือ LMC2  MMC2 และ PMA2 เม่ือศึกษาลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยาของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกจาํนวน 3 ไอโซเลท พบวา่มีลกัษณะดงัน้ี 

3.1 เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 

ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 เป็นแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีขุ่น 

(opaque) ลกัษณะของโคโลนีกลม (circular) ขอบโคโลนีเรียบ (entire) ระดบัความสูงของโคโลนี

โคง้ตรงกลางนูนเป็นชั้นท่ีสอง (umbonate) ผิวหน้าเกล้ียง (smooth) และเม่ือใช้เทคนิคการยอ้มสี

แบบแกรม (gram’s staining) แลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 1000 เท่า  พบว่าเซลล์

แบคทีเรียมีเป็นท่อน มีการเรียงตวัเป็นเส้นสายหรือเป็นสายโซ่  ติดสีม่วงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 

(ภาพ 7) 

 

 
 

(ก) (ข) 

 

ภาพ 7 ลกัษณะของแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 

             (ก) ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 บนอาหาร tryptic soy agar (TSA) 

             (ข) รูปร่างการติดสีของแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 อาย ุ12 ชัว่โมง โดยเทคนิค 

      การยอ้มสีแบบแกรม (gram’s staining) แลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย  

      1000 เท่า   
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3.2 เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท MMC2 

ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท MMC2 เป็นแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีขุ่น 

(opaque) ลกัษณะของโคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน (lrregular) ริมขอบโคโลนีเป็นคล่ืนท่ีโคง้เวา้เพียง

เล็กนอ้ย (undulate) ระดบัความสูงของโคโลนีโคง้ตรงกลางนูนเป็นชั้นท่ีสอง (umbonate) ผิวหน้า

ขรุขระ (rough) เน้ือโคโลนีเป็นเมือกเหนียว (mucoid) และเม่ือใช้เทคนิคการยอ้มสีแบบแกรม 

(gram’s staining) แลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 1000 เท่า  พบวา่เซลล์แบคทีเรียเป็น

ท่อนยาว มีการเรียงตวักระจายตวัเป็นเส้นสายหรือเป็นสายโซ่  ติดสีม่วงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 

(ภาพ 8) 

 

 
 

(ก) (ข) 

 

ภาพ 8 ลกัษณะของแบคทีเรียไอโซเลท MMC2 

             (ก) ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท MMC2 บนอาหาร tryptic soy agar (TSA) 

             (ข) รูปร่างการติดสีของแบคทีเรียไอโซเลท MMC2 อาย ุ12 ชัว่โมง โดยเทคนิค 

      การยอ้มสีแบบแกรม (gram’s staining) แลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย  

      1000 เท่า   
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3.3 เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 

ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 เป็นแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีขุ่น 

(opaque) ลกัษณะของโคโลนีกลม (circular) ขอบโคโลนีเรียบ (entire) ระดบัความสูงของโคโลนี

โคง้ตรงกลางนูนเป็นชั้นท่ีสอง (umbonate) ผิวหน้าเกล้ียง (smooth) และเม่ือใชเ้ทคนิคการยอ้มสี

แบบแกรม (gram’s staining) แลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 1000 เท่า  พบว่าเซลล์

แบคทีเรียเป็นท่อน มีการเรียงตวัเป็นเส้นสายหรือเป็นสายโซ่  ติดสีม่วงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 

(ภาพ 9) 

 

 
 

(ก) (ข) 

 

ภาพ 9 ลกัษณะของแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 

             (ก) ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 บนอาหาร tryptic soy agar (TSA) 

             (ข) รูปร่างการติดสีของแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 อาย ุ12 ชัว่โมง โดยเทคนิค 

      การยอ้มสีแบบแกรม (gram’s staining) แลว้ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย  

      1000 เท่า   
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5. การจําแนกชนิดเช้ือแบคทเีรียโดยการหาลาํดับเบส 16S rRNA  

จากการนาํเช้ือจุลินทรียไ์อโซเลท LMC2 MMC2 และ PMA2 ท่ีมีประสิทธิภาพใน

การยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทมาสกดัดีเอ็นเอโดยชุดสกดัดีเอ็นเอสําเร็จรูป (PureLinkTM  Genomic  

DNA  Kit) และนาํ genomic DNA    ท่ีไดม้าเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA ดว้ยวิธี 

PCR (polymerase chain reaction) โดยใช ้universal primer 1 คู่ คือ 27F และ 1522R จากนั้นนาํมา

ตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอน็เอของแบคทีเรีย พบวา่ PCR product ทั้ง 3 ไอโซเลท มีขนาดประมาณ 

1500 คู่เบส (ภาพ 10)  

 
 

ภาพ 10 ขนาดของ DNA ท่ีไดจ้ากการทาํ PCR ในส่วนของยนี 16S rRNA 

หมายเหตุ Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน O’ GeneRulerTM 100 bp 

                                        DNA Ladder 

 Lane 2 คือ ขนาดของ DNA ท่ีไดจ้ากการทาํ PCR ของแบคทีเรียไอโซเลท LMC2    

                                       โดยใช้ไพรเมอร์ชุด 27F และ 1522R 

 Lane 3 คือ ขนาดของ DNA ท่ีไดจ้ากการทาํ PCR ของแบคทีเรียไอโซเลท MMC2  

                                       โดยใชไ้พรเมอร์ชุด 27F และ 1522R 

 Lane 4 คือ ขนาดของ DNA ท่ีไดจ้ากการทาํ PCR ของแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 

                                       โดยใชไ้พรเมอร์ชุด 27F และ 1522R 
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นาํ PCR product มาทาํให้บริสุทธ์ิดว้ยชุด GEL/PCR DNA Fragments Extraction 

Kit  แลว้นาํ PCR product ท่ีบริสุทธ์ิน้ีไปหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA  แลว้

นาํลาํดบัเบสท่ีไดจ้าก primer ทั้ง 1 คู่ ของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท LMC2  MMC2 และ PMA2 ไป

สร้าง contiq ในโปรแกรม BioEdit  พบวา่ ไอโซเลท LMC2  MMC2 และ PMA2 มีลาํดบัเบสของ 

DNA ในส่วนของยนี 16S rRNA ท่ีจะนาํไปเปรียบเทียบความเหมือนใน GenBank ซ่ึงไดม้าจากการ

นาํ primer 1 คู่ คือ 27F และ 1522R ไปเปรียบเทียบกนัในโปรแกรม BioEdit ดงัภาพ 11  12 และ 13 

ตามลาํดบั 

 

AACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTG

CCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGG

GAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG

ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG

TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG

CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACT

GGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG

TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG

GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA

CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA

ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGG

GGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG

TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA

CGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCAT

TCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA

GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTA

ACACCCGAAGTCGGTGGAGTAACCGTAAGGAGCTAGCCGCCTAAGGTGGGACAGA 

 

ภาพ 11  ลาํดบัเบสของ DNA ในส่วนของยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 
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GCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT

GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATG

GTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG

GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA

AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC

TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG

GCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA

ACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG

ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC

GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA

GGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC

AAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA

AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCT

TCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG

TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC

CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC

ACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAAT

CTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG

ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT

GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATT 

 

ภาพ 12  ลาํดบัเบสของ DNA ในส่วนของยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท MMC2 
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GCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC

CTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCA

TGGTTCAAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTT

GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA

AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGG

GAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG

CGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA

AACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAA

GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT

AGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG

CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG

AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCC

TTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA

GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG

CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA

CACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAA

ACCCTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCG

GATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT

TTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGA

TT 

 

ภาพ 13  ลาํดบัเบสของ DNA ในส่วนของยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 
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จากนั้นนาํลาํดบัเบสท่ีไดไ้ปเทียบความคลา้ยจากฐานขอ้มูลลาํดบัเบสใน GenBank 

โดยใช้โปรแกรม BLAST  ไดผ้ลดงัน้ีคือ  แบคทีเรียไอโซเลท LMC2  มีลาํดบัเบสของยีน 16S 

rRNA เหมือนกบั Bacillus megaterium  100 เปอร์เซ็นต ์ (ตาราง 8 และภาพ 14) แบคทีเรียไอโซ-

เลท MMC2  มีลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบั Bacillus subtilis  100 เปอร์เซ็นต ์(ตาราง 8 

และภาพ 15)   และแบคทีเรียไอโซเลท PMA2  มีลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เหมือนกบั Bacillus 

cereus 99 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 8 และภาพ 16) เน่ืองจาก Bacillus เป็นแบคทีเรียในกลุ่มท่ีตอ้งการ

ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (aerobic bacteria) สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่าจนถึงอุณหภูมิสูง 

และเจริญในสภาวะพีเอช ช่วงกวา้งตั้งแต่ 2-11 ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ (บวัสาย และคณะ, 2556)  

 

ตาราง 8 การจดัจาํแนกเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 MMC2 และ PMA2 โดยการหาลาํดบัเบส 

              ของดีเอน็เอในส่วนของยนี 16S rRNA 

 

ไอโซเลท แบคทีเรีย accession number identities % homology 

LMC2 Bacillus megaterium KF475802.1 1422/1422 100 

     

MMC2 Bacillus subtilis   KF636528.1 1422/1422 100 

     

PMA2 Bacillus cereus KF601957.1 1422/1422 99 
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ภาพ 14 สายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีไดจ้ากการนาํไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank โดยใช ้

              โปรแกรม BLAST ของแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 
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ภาพ 15  สายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีไดจ้ากการนาํไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank โดยใช ้

              โปรแกรม BLAST ของแบคทีเรียไอโซเลท MMC2 
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ภาพ 16 สายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีไดจ้ากการนาํไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank โดยใช ้

              โปรแกรม BLAST ของแบคทีเรียไอโซเลท PMA2 



 

61 

 

6. ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสทในดินด้วยแบคทีเรีย  

  จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการย่อยสลายสารไกลโฟเสทใน

ดิน ไดว้างแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ Completely Randomized Design (CRD) ประกอบดว้ย 

5  ชุดการทดลอง ไดแ้ก่ 

 - ดินเติมสารไกลโฟเสท (Control) 

 - ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือ LMC2 

 - ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือ MMC2 

 - ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือ PMA2 

 - ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือผสม (MIX)  

 แต่ละชุดการทดลองจะทาํ 3 ซํ้ า เก็บตวัอย่างมาสกดัเพื่อหาความเขม้ขน้ของสาร

ไกลโฟเสทโดยวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC เป็นระยะเวลา 0-10 วนั (ภาพ 17) ผลการทดลองพบวา่

ดินท่ีเติมสารไกลโฟเสท (Control) มีอตัราการลดลงของสารไกลโฟเสทช้าเน่ืองจากไม่ไดเ้ติม

แบคทีเรียเพื่อช่วยในการย่อยสลาย ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัดินท่ีเติมแบคทีเรียไอโซเลท LMC2 

MMC2  PMA2 และดินเติมแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท ผสมกนั (MIX) จะเห็นไดว้า่สารไกลโฟเสทมี

อตัราการลดลงเร็วกว่าชุดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมแบคทีเรียเน่ืองจากแบคทีเรียสามารถย่อยสลายสาร

ไกลโฟเสทได ้

  

 
 

ภาพ 17 ตวัอยา่งดินท่ีมีการเติมสารไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และแบคทีเรีย 

             ท่ีคดัแยก ไดแ้ก่ ไอโซเลท LMC2 MMC2  PMA2 และ MIX 

Control LMC2 MMC2 PMA2 MIX 
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 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทในดิน

ทั้ง 5 ชุดการทดลอง เป็นระยะเวลา 0-10 วนั พบวา่ในช่วงระยะเวลา 0-1 วนั ยงัไม่พบอตัราการ

ลดลงของสารไกลโฟเสทท่ีชดัเจน แต่หลงัจากช่วงระยะเวลา 2-10 วนั จะเห็นวา่อตัราการลดลงของ

สารไกลโฟเสทเร่ิมชดัเจนมากข้ึนเร่ิม ซ่ึงท่ีระยะเวลา 10 วนั พบว่าชุดการทดลองท่ี  1 ดินเติมสาร

ไกลโฟเสท (Control) สารไกลโฟเสทจากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เหลืออยู ่

18.09 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ภาพผนวก 15) 

 ชุดการทดลองท่ี  2 ดินเติมสารไกลโฟเสทและไอโซเลท LMC2 (Bacillus 

megaterium) สามารถย่อยสลายสารไกลโฟเสทในดินจากความเข้มขน้เร่ิมตน้ 20 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม ใหเ้หลืออยู ่2.81 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ภาพผนวก 16) 

 ชุดการทดลองท่ี 3 ดินเติมสารไกลโฟเสทและไอโซเลท MMC2 (Bacillus subtilis) 

สามารถย่อยสลายสารไกลโฟเสทในดินจากความเข้มขน้เร่ิมต้น 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ให้

เหลืออยู ่0.23 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ภาพผนวก 17) 

 ชุดการทดลองท่ี 4 ดินเติมสารไกลโฟเสทและไอโซเลท PMA2 (Bacillus cereus) 

และชุดการทดลองท่ี  5 ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือผสม (MIX) (ภาพผนวก 18 และ 19) 

สามารถย่อยสลายสารไกลโฟเสทในดินจากความเข้มขน้เร่ิมต้น 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ให้

เหลืออยู ่0.30 และ 2.66  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามลาํดบั (ภาพ 18) 
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ภาพ 18 ความเขม้ขน้ของสารไกลโฟเสทในดินจากการยอ่ยสลายโดยแบคทีเรียท่ีคดัเลือก (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

 



 

64 

 

จากการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ Analysis of Variance (ANOVA) และ

วิเคราะห์ความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test  พบวา่แต่ละชุดการ

ทดลองมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารไกลโฟเสทท่ีแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ท่ี

ระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ 

โดยชุดการทดลองท่ี 3 ดินเติมสารไกลโฟเสทและไอโซเลท MMC2 (Bacillus 

subtilis) และชุดการทดลองท่ี 4 ดินเติมสารไกลโฟเสทและไอโซเลท PMA2 (Bacillus cereus) มี

ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสทได้มากท่ีสุดเท่ากบั 98.84  และ 98.46 เปอร์เซ็นต ์

ตามลาํดับ รองลงมาคือ ชุดการทดลองท่ี  5 ดินเติมสารไกลโฟเสทและเช้ือผสม (MIX) มี

ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารไกลโฟเสท เท่ากบั 86.69  เปอร์เซ็นต์ ชุดการทดลองท่ี  2 ดินเติม

สารไกลโฟเสทและไอโซเลท LMC2 (Bacillus megaterium) มีประสิทธิภาพการย่อยสลายสาร

ไกลโฟเสทเท่ากบั 85.94  เปอร์เซ็นต ์ ชุดการทดลองท่ี  1 ดินเติมสารไกลโฟเสท (Control)  มี

ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทนอ้ยท่ีสุด เท่ากบั 9.53 เปอร์เซ็นต ์ (ตาราง 9) จากผลการ

ทดลองดงักล่าวมีความสอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัของ Marie-Esther et al. (2014) ท่ีไดท้าํการศึกษา

โดยใช้แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Bacillus subtilis เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารไกลโฟเสทเป็น

องค์ประกอบแลว้พบว่า Bacillus subtilis สามารถเจริญเติบโตไดเ้น่ืองจากใชส้ารไกลโฟเสทเป็น

แหล่งฟอสฟอรัสเพื่อใชใ้นการเจริญของเซลล์ รวมถึงรายงานวิจยัของ Jieyu et al. (2012) ไดศึ้กษา

เก่ียวกบัการคดัแยกเช้ือแบคทีเรียเพื่อย่อยสลายสารไกลโฟเสทท่ีปนเป้ือนในดิน พบว่า Bacillus 

cereus สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารท่ีมีสารไกลโฟเสท เม่ือศึกษาประสิทธิภาพการยอ่ยสลาย

สารไกลโฟเสทผลการทดลองพบวา่ Bacillus cereus มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารไกลโฟ

เสท 94.47 เปอร์เซ็นต ์และ Abdel -Megeed et al. (2013) กล่าววา่ Bacillus megaterium สามารถยอ่ย

สลายสารไกลโฟเสทได้ ทั้ งน้ีเกิดจากการปรับตวัให้อยู่รอดโดยใช้สารไกลโฟเสทเป็นแหล่ง

คาร์บอนและฟอสฟอรัสเพื่อใชใ้นการเจริญเติบโต 
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ตาราง 9 ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสทในดินของแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 

 

ชุดทดลอง ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารไกลโฟเสท   

(เปอร์เซ็นต)์ 

Control 9.53D 

LMC2 85.94C  

MMC2 98.84A  

PMA2 98.46A 

Mix 86.69B 

F-test * 

 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ  

                  เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวธีิ DMRT ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์

 

 


