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บทคัดยอ 

วัตถุประสงคของการศึกษาคือเพื่อประเมินคาขีดความสามารถการยอยสลายสารไกลโฟเสตทางชีวภาพโดย
แบคทีเรียแยกจากดินเกษตร คัดแยกแบคทีเรียไดกลุมแยก 27 กลุมจากผืนดินเคยใชสารฆาวัชพืชไกลโฟเสต มีกลุม
แยกของแบคทีเรีย 3 กลุมคือ LMC2, MMC2 และ PMA2 มีอัตราการยอยสลายสารไกลโฟเสตทางชีวภาพสูงสุด อิง
กับอนุกรมของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิกในยีนแสดงใหเห็นวา ท้ังสามกลุมมีการเรียงลําดับกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก
คลายคลึงกับแบคทีเรียวงศแบซิลัส การทดสอบกระทําโดยการบําบัดทดลอง 6 การออกแบบแบบสุมไดแก ดินไมมี
แบคทีเรีย ดินมีแบซิลัส เมกาทีเรียม ดินมีแบซิลัส ซับติลิส ดินมีแบซิลัส ซีเรียส และดินมีแบคทีเรียสามกลุมแยก ทํา
การทดลองซ้ํา 3 ครั้ง สกัดตัวอยางดินโดยกระบวนการแยกสารประกอบเกิดระหวางสองเฟสเพื่อระบุหาระดับความ
เขมขนของไกลโฟเสต ผลการศึกษาพบวา แบซิลัส ซับติลิสและแบซิลัส ซีเรียสสามารถยอยสลายไดรอยละ  98.84 
และ 98.46 ตามลําดับ  
 

คําสําคัญ: การยอยสลายทางชีวภาพ, แบซิลัส, ไกลโฟเสต   
 

Abstract  

The objective of the study was to evaluate the biodegradation performance of glyphosate by bacteria 

isolated from agricultural soil. The 27 bacterial isolates were obtained from the plot where glyphosate herbicide 

was previously applied. Three isolates of bacteria; LMC2, MMC2, and PMA2 showed the highest rate in the 

glyphosate degradation. Based series finding of DNA in gene 16s rRNA, showed that bacteria isolates LMC2, 

MMC2, and PMA2 had bacterial DNA sequence similar to Bacillus megaterium, B. subtilis, and B. cereus (99%). 

The performance degradation testing of glyphosate in the soil was conducted by six experimental treatments in 

a complete randomized design: soil with no bacteria, soil with B. megaterium, B. subtilis, B. cereus, and mixture 

of the three isolates. The trials were replicated 3 times. The soil samples were extracted by using High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) to determine concentration levels for glyphosate. The results 

revealed that glyphosate was readily degraded by B. subtilis (98.84%), and B. cereus (98.46%), respectively. 
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บทนํา 
การใชสารกําจัดวัชพืชอยางกวางขวางของ

ประเทศไทย สงผลกระทบทางตรงและทางออมตอ
ระบบนิเวศ ดวยสารเคมีเหลานี้คงทนและยากตอการ
ยอยสลาย [1] สารไกลโฟเสต (glyphosate) ชื่อทาง
เคมีคือ N - phosphonomethyl glycine เปนสารเคมีท่ี
นิยมใชอยางมากท้ังในประเทศและตางประเทศ [2] 
ดวยโครงสรางคารบอกจับกับฟอสฟอรัสการใชสาร
ไกลโฟเสตฉีดพนวัชพืช เปนผลใหใบเหลืองและตาย  

[3]  
น้ํ าฝนชะสาร เคมีล งแมน้ํ า ลํ าคลองและ

ปนเปอนน้ําใตดิน บางสวนระเหยและซึมลงดิน [4] คง
อยูเปนเวลานาน [5] เปนพิษตอพืช คน สัตว และ
สิ่งแวดลอม รวมถึงความอุดมสมบูรณของดินและ
ผลผลิตการเกษตรลดลง [6]  

การย อยสลายสารพิษทางชี วภาพ เป น
กระบวนการบําบัดสารปนเปอน อาศัยความสามารถ
การยอยสลายของแบคทีเรีย [7] แบคทีเรียบางสาย
พันธุทนความเปนพิษของไกลโฟเสตและใชไกลโฟเสต
เปนแหลงอาหาร [8] ยกตัวอยาง Achromobacter  sp. 

และ Ochrobactrum anthropic สามารถยอยสลาย
ไกลโฟเสตรอยละ  65.8  และ 49.5 ตามลําดับ [9] 
แบคทีเรียบางชนิดสามารถยอยสลายไกลโฟเสตดวย
การสลายพันธะคารบอนและฟอสฟอรัส  ไดแก 
Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens และ 
Acetobacter sp. [3,10]  

คณะผูวิ จัยประสงคคัดแยกแบคทีเรียยอย
สลายไกลโฟเสตและประเมินขีดความสามารถการ
ยอย เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการลดทอนสารพิษใน
ดินและการพลิกฟนความมีชีวิตของดิน  
 

วัสดุและวิธีการ 

การคัดแยกแบคทีเรียจากดินปนเปอนไกลโฟ
เสต 

เก็บตัวอยางดินจากพื้นท่ีใชไกลโฟเสตมา
กอน ณ ระดับไถพรวนลึก 0 ถึง 15 เซนติเมตร 
เจือจางตัวอยางดิน 1 กรัมครั้งละ 10 เทา (ten-

fold serial dilution) ใหได 3 ระดับ คือระดับเปน 10 
เทา 4, 5 และ 6 ครั้ง (10-4 10-5 และ 10-6)   

เกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง (Tryptic Soy Agar  

-TSA) และมีไกลโฟเสตความเขมขน 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร บมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 
ชั่วโมง คัดเลือกกลุมแยก (isolate) อันเจริญและ
ทําใหบริสุทธิ์ไดดวยการเขี่ยตัวอยางเปนหลายแนว
ระนาบ (cross streak) บนจานอาหารแข็ง 
การจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยการหาลําดับ
เบส 16S rRNA  

นําแบคทีเรียคัดแยกไดจากอาหารแข็งเขยา
ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง และวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (optical density - OD) ท่ีความยาว
คลื่น 660 นาโนเมตร (nm) ใหไดเทากับ 1 จากนั้น
เติมไกลโฟเสตความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร
ในอาหารแข็งเก็บตัวอยางวันท่ี 10 ของการทดลอง 
เพื่อทดสอบความเขมขนหลงเหลือของไกลโฟเสต
ดวยกระบวนการแยก 

สารประกอบเกิดระหวางสองเฟส (High 

Performance Liquid Chromatography - HPLC) รุน 
Agilent 1100 คอลัมน C18 (4.6 x 150 มิลลิเมตร, 

5 ไมโครเมตร) ประเภท diode-array detector 

(DAD) [11]  
ยอมสีแกรม (Gram’s stain) ตัวอยางเพื่อ

ศึกษารูปราง การจัดเรียงตัว และการติดสีแกรม 
ดวยกลองจุลทรรศน 

ส กั ด ก ร ด ดี อ อ ก ซี ไ ร โ บ นิ ว ค ลี อิ ก 
(deoxyribonucleic acid - DNA) ดวยชุด
สําเร็จรูป (PureLinkTM  Genomic  DNA  Kit) เพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค polymerase 

chain reaction (PCR) และใช ตัวเริ่มตนสรางสาย
พันธุกรรมท่ีตองการ (primer) คือ 27F (5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') และ 1522R 

(5'- AAGGAGGTGATCCRCCGCA -3') นําผลิตผล
ตรวจสอบขนาดของสารพันธุกรรมภายใต
สนามไฟฟาโดยผานตัวกลางวุนอะกาโรส (agarose 
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gel electrophoresis) ทําชิ้นสวน 16S rRNA ให
บริสุทธิ์ดวยชุด GEL/PCR DNA Fragments 

Extraction Kit และวิเคราะหหาลําดับเบสโดย
บริษัท First BASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย 
สุดทายเปรียบเทียบลําดับเบสกับฐานขอมูลใช
โปรแกรม Basic Local Alignment Search Toll 

(BLAST) ของศูนยขอมูลขาวสารชีวเทคโนโลยี
แหงชาติประเทศสหรัฐอเมริกาเพื่อระบุสายพันธุ  
การทดสอบประสิทธิภาพของการยอยสลาย
ไกลโฟเสต 

นําดินปลอดสารเคมีจากแปลงเกษตรอินทรีย
ผานการฆาเชื้อ 500 กรัม เติมไกลโฟเสตกระท่ังความ
เขมขนเทากับ 20 มิลลิกรัมตอลิตร แบคทีเรียใชเติมมี
อัตราการเจริญ  108 หนวยกอรูปกลุมตอลูกบาศก
มิลลิเมตร (colony forming unit – CFU) จํานวน 25 

มิลลิลิตร  ชุดการทดลองประกอบดวย 6 การ
ออกแบบ แตละชุดทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง ท้ิง ณ 
อุณหภู มิ ห อง  เป นการออกแบบสุ มสมบูรณ 
(completely randomized design - CRD)  

การออกแบบท่ี 1 เปนดินเติมไกลโฟเลต แต
ปราศจากแบคทีเรีย (กลุมควบคุม) สวนการออกแบบ
ท่ี 2, 3 และ 4 เปนดินเติมสารไกลโฟเลตและกลุมแยก
ของแบคทีเรียชนิดท่ี 1, 2 และ 3 ตามลําดับ สําหรับ
การออกแบบท่ี 5 เปนดินเติมสารไกลโฟเลตและกลุม
แยกของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด 

เก็บตัวอยางดินในวันท่ี 0 ถึง 10 เพื่อสกัด
ไกลโฟเสตคงเหลือดวยรอยละ 100 เมทานอล ปน
เหว่ียงดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
15 นาที ดูดสวนใสจํานวน 1.5 มิลลิลิตร กรองผาน
กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ใสขวดแกว
ขนาดเล็ก [12,13] วิเคราะหดวยกระบวนการแยก
สารประกอบเกิดระหวางสองเฟส ความแตกตาง
ทางสถิติ วิ เคราะห ใช วิธีพิสั ย เชิ งพหุดันแคน 

(Duncan's multiple range test) ระดับนัยสําคัญ
คือ p<0.05 

 

 

ผลการศึกษา 
แยกตัวอยางดินจาก 6 ประเภทพื้นท่ีเพาะปลูก

ไดแบคทีเรีย 27 กลุมแยก พื้นท่ีเพาะปลูกสม ลําไย 
และมะมวงเปนแหลงพบรหัสเชื้อมากท่ีสุดสามอันดับ
แรก ดังตารางท่ี 1  
 

ตารางที่ 1 กลุมแยกของแบคทีเรียคัดแยกจากพื้นท่ีใช
ไกลโฟเสตมากอน 

เพาะปลูก รหัสเชื้อ (จํานวน) 
สม OSF1, OSF2, OSF3, OSF4, OSF5, OSF6, 

OSF7 (7) 

ลําไย LMC1, LMC2, LMC3, LMC4, LMC5 (5) 

มะมวง MMC1, MMC2, MMC3, MMC4, MMC6 (5) 

ขาวโพด CMC1, CMC2, CMC3,   CMC4 (4) 

หอม OMC1, OMC2, OMC3 (3) 

มันฝร่ัง PMA1, PMA2, PMA3 (3) 
 

กลุมแยก MMC2,  LMC2  และ PMA2 มี
ประสิทธิภาพยอยสลายไกลโฟเสตสูงสุดเทากับ รอย
ละ 97.44, 97.37 และ 97.30 ตามลําดับ สวนการ
ยอมสีแกรมพบแบคทีเรียรูปรางเปนทอน เรียงตัวเปน
เสนหรือสายโซ ติดสีกรัมบวก (สีมวงน้ําเงิน) ดังภาพท่ี 
1  

สารพันธุกรรมของ LMC2, MMC2 และ PMA2 

ขนาดประมาณ 1,500 คูเบส (base pair) ดังภาพท่ี 2 
เทียบเคียงลําดับเบสของยีน 16S rRNA กับฐานขอมูล
พบวา LMC2 มีลําดับเบสคลาย B. megaterium รอย
ละ 100 สวน MMC2 มีลําดับเบสคลายกับ B. subtilis 

รอยละ 100 สําหรับ PMA2  มีลําดับเบสคลายกับ B. 

cereus รอยละ 99.0 

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียท้ัง 5 การออกแบบ
ยอยสลายไกลโฟเสต วันท่ี 1 ถึง 10 พบวา MMC2 

และ PMA2 สามารถยอยสลายไกลโฟเสตเหลือนอย
สุดเทากับ 0.23 และ 0.30 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
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(ก) 

 

(ข) 
 

 

(ค) 
 

ภาพที่ 1 ลักษณะรูปรางของแบคทีเรีย (ก) LMC2 (ข) 
MMC2 (ค) PMA2 
 

 
 

ภาพที่ 2 ขนาดของสารพันธุกรรมของแบคทีเรีย 
LMC2, MMC2 และ PMA2 
 

การออกแบบท่ี 3 และ 4 มีประสิทธิภารยอย
สลายไกลโฟเสตใกลเคียงกันเทากับรอยละ 98.84 

และรอยละ 98.46 ตามลําดับ รองลงมาคือ การ
ออกแบบท่ี 6 รอยละ 86.69 การออกแบบท่ี 5 รอย
ละ 86.69 การออกแบบท่ี 2 รอยละ 85.94 เมื่อ
เปรียบเทียบกับการออกแบบท่ี 1 (กลุมควบคุม) รอย
ละ  9.53 ภาพโดยรวมกลุมศึกษาทุกกลุ มมี
ประสิทธิภาพมากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) ดังภาพท่ี 3 
 

 
 

ภาพที่ 3 ความเขมขนของไกลโฟเสตระหวาง วันท่ี 1 
ถึง 10 ของการทดสอบ 6 การออกแบบ 
 

วิจารณ 
ดินตัวอยางจากพื้นท่ีใชสารไกลโฟเลตมากอน

ยังสามารถคัดแยกแบคทีเรียได เพราะแบคทีเรีย
เหลานี้มีความสามารถบําบัดยอยสลายและใชไกลโฟ
เลตเปนแหลงอาหาร ยกตัวอยาง Pseudomonas sp. 

สามารถสังเคราะหเอนไซมยอยการเชื่อมระหวาง
คารบอนกับฟอสฟอรัส (C-P lyase)  ยอยสารไกลโฟ
เสท [14] ลดความเปนพิษของไกลโฟเสต [15] มีแหลง
คารบอนและฟอสฟอรัสใชในการเจริญเติบโต [16] 

เชน B. subtilis [17]   
แบคทีเรียวงศแบซิลัสมีประสิทธิภาพยอย

ไกลโฟเสต การศึกษานี้แบซิลัส ซีเรียสมีประสิทธิภาพ
เทากับรอยละ 98.46 ใกลเคียงกับการศึกษาใน
ประเทศไนจีเรียเทากับรอยละ 94.47 [18] อยางไรก็
ตาม แบซิลัสอ่ืนมีประสิทธิภาพใกลเคียงกัน 

การศึกษาแบบทดลองใหผลเปนคํามั่นระดับ
หนึ่ง จําเปนตองศึกษาทามกลางสภาวะพื้นท่ีการ
เพาะปลูกจริง รวมกับมาตรการเสริมอ่ืนเพื่อลดทอน
สารพิษและพลิกฟนความมีชีวิตของดินเกษตร  
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