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ABSTRACT 

The objectives of this research were to determine the cadmium resistant bacterial in 

a high contamination area at Mae Sot District, Tak Province, Thailand. Soil sample were 

collected in 7 sampling site around the contamination area. Soil samples were divided 

into 3 groups including fish pond (4 samples), natural canal (2 samples) and rice field 

irrigation canal (1 sample). Cd contamination in soil samples were ranging between 0.14 

to 19 mg kg-1. The highest total number of bacterial count (CFU g-1 soil) in nutrient agar 

with 0.5 mM CdCl2 • 2.5 H2O was 3.0 x 105 CFU g-1 soil from fish pond sample.  

Morphology of colony and morphology of cell were observed. 7 strains of bacteria 

were isolated in different colony morphology. The cell was break down and Extraction 

the DNA followed Siripornmongcolchai method in 2002. Primer27F (5' 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3') and 1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

3') were used for amplification 16S rRNA. Species identification were used by 

sequencing the 16S rRNA genes. Sequencing of the purified PCR products was carried 

out by First Base Inc. –Singapore. Homology of 16S rDNA sequence from the selected 

bacteria was analyzed by BLAST program from GenBank Database. All of 7 strain were 

identify as Pseudomonas lundensis (95%), Pseudomonas monteilii (97%), Alcaligenes 

faecalis (96%), Brevundimonas vesicularis (97%), Exiguobacterium acetylicum (99%) 

Aeromonas allosaccharophila (95%) and Aeromonas hydrophila (97%)  
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High Cd resistant bacteria were selected by using Kirby-Bauer disc diffusion 

method (Bauer et. al, 1959). The clear zone was observed in 6 concentration of filter 

paper disc (0, 0.5, 3, 5, 10 mM and 1M) subsequence placed into the lawn of cell. After 

incubated in 25 ºC in 48 hrs. The smallest clear zone was found in P. lundensis (2.00 

cm.), P. monteilii (3.95 cm.), A. faecalis (4.60 cm.), A. allosaccharophila (5.31cm.) B. 

vesicularis (5.76 cm.) A. hydrophila (5.66 cm.) E. acetylicum (12.74 cm.). Two smallest 

clear zone were selected for immobilize experiment. 

Both of 2 species were growth into stationary phase in 45 hrs. P. lundensis and P. 

monteilii were cultivated in NB with 1 mM of CdCl2 • 2.5 H2O. Immobilized cell were 

used by submerged immobilized materials and free cell in 48 hr. P. lundensis got average 

value of immobilized ability 73.37% and P. monteilii got 49.79%. In Cd removal 

efficiency P. monteilii were got higher result in free cell and immobilized cell cultivation 

(39.47% and 38.62% respectively) than the P. lundensis in free cell and immobilized cell 

cultivation (29.40% and 39.55% respectively). After determined efficiency of 2 species, 

P. lundensis was the suitable strain for the remediation. Therefore the immobilized cell 

condition should study in optimum pH, volume of inoculation and temperature. 

Biological toxicity was used by Mosquito larva instar 3 (Anopheles minimus) were 

got from the Malaria Research Unit 2, Chiang Mai province. 10 Mosquito larvae/L were 

cultured in different Cd contaminated water and Cd treated water for calculation of LD50 

in 48 hrs. LC50 of Mosquito larvae was 0.499 ppm. In addition, Mosquito larva was the 

interesting option for biological toxicity test.  
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 บทคดัย่อ  

วตัถุประสงคข์องงานวิจยัน้ีเพื่อตรวจหาแบคทีเรียทนแคดเมียมในพื้นท่ีปนเป้ือนในระดบัสูงท่ี
อ าเภอแม่สอด จงัหวดัตาก ประเทศไทย โดยตวัอย่างดินถูกเก็บใน 7 บริเวณโดยรอบพื้นท่ีท่ีมีการ
ปนเป้ือน โดยตวัอยา่ดินเหล่าน้ีจะถูกแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มคือ บ่อเล้ียงปลา (4 ตวัอยา่ง) คลองธรรมชาติ 
(2 ตวัอย่าง) และคลองไส้ไก่ท่ีผ่านพื้นท่ีการเกษตร (1 ตวัอย่าง) เม่ือตรวจการปนเป้ือนแคดเมียมใน
ตวัอย่างดินพบว่ามีค่าการปนเป้ือนระหว่าง 0.14-19.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เม่ือน าตวัอย่ามาแยก
เช่ือแบคทีเรียท่ีมีความทนแคดเมียมในอาหารแข็งท่ีมีแคดเมียมจ านวน 0.5 มิลลิโมล ของ CdCl2 • 

2.5 H2O พบแบคทีเรียจ านวนสูงสุด 3.0 x 105 CFU ต่อดิน 1 กรัม ท่ีได้จากบอ่เลีย้งปลา 

7 สายพนัธ์ุของแบคทีเรียแยกโดยความต่างทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี จากนั้นลักษณะ
สัณฐานวทิยาของโคโลนี และเซลล ์และโคโลนีของแบคทีเรีจะถูกจดบนัทึก จากนั้นเซลลจ์ะถูกท าให้
แตกเพื่อสกัดดีเอ็นเอตามวิธี  Siripornmongcolchai ในปี2002 Primer27F (5 'AGAGTTTG 

ATCMTGGCTCAG 3) แ ล ะ  1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3 ') ถู ก
น ามาใชส้ าหรับการเพิ่มจ านวนของ 16S rRNA โดยผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการเพื่อมจ านวนของ ยนี 16S 

rRNA จะถูกน าไปใช้เพื่อการหาล าดับเบสของ 16S rRNA  เพื่อวิเคราะห์หาร้อยละของความ
คล้ายคลึงกันของล าดับ 16S rDNA จากแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมา โดยโปรแกรม GenBank ซ่ึง
แบคทีเรียทนแคดเมียมทั้ ง 7 สายพันธ์ุท่ีถูกระบุว่าคือชนิด Pseudomonas lundensis (95%), 

Pseudomonas monteilii (97%), Alcaligenes faecalis (96%), Brevundimonas vesicularis 
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(97%), Exiguobacterium acetylicum (99%) Aeromonas allosaccharophila (95%) และเช้ือ 
Aeromonas hydrophila (97%) 

แบคทีเรียตา้นทาน Cd สูงจะไดรั้บการคดัเลือกโดยใช ้Kirby-Bauer disc diffusion method 

(Bauer et al., 1959) เพื่อค านวณหาส่วนท่ีไม่มีการเจริญของแบคทีเรียใน 6 ความเข้มข้นของ
แผน่กระดาษกรองขนาดเล็ก (0, 0.5, 3, 5, 10 มิลลิโมล และ 1 โมล) หลงัจากบ่ม 25 องศาเซลเซียส
ใน 48 ชั่วโมง ส่วนท่ีไม่พบการเจริญของแบคทีเรียพบใน P. lundensis (2.00 ซม.) P. monteilii 

(3.95 ซม.)  Al. faecalis (4.60 ซม.) , Ae. allosaccharophila (5.31cm.) B. vesicularis (5.76 
ซม.) Ae. hydrophila (5.66 ซม.) E. acetylicum (12.74 ซม.) โดยสองชนิดแบคทีเรียท่ีมีส่วนไม่มี
การเจริญนอ้ยท่ีสุดจะถูกเลือกส าหรับการทดสอบการตรึงเซลล์ 

ทั้ง 2 สายพนัธ์ุท่ีความทนมากท่ีสุดคือ P. lundensis และ P. monteilii จะถูกน ามาเล้ียงใน
อาหารเหลวในภาวะเซลล์อิสระ และภาวะตรึงเซลล์ในความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมล ของ CdCl2 • 2.5 

H2O เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่าความสามารถในการตรึงของ P. lundensis มีค่าเฉล่ีย 73.37% และ 
P. monteilii มีค่าเฉล่ีย 49.79% ส าหรับการพิจารณาความสามารถในการก าจดัแคดเมียมนั้น P. 

monteilii มีประสิทธิภาพในภาวะเซลลอิ์สระ 39.47% และการเพาะเล้ียงเซลลต์รึง 38.62% โดยมีค่า
มากกวา่ P. lundensis ท่ีมีค่าการก าจดัแคดเม่ียมในชนิดเซลลอิ์สระ 29.40% และการเพาะเล้ียงเซลล์
ตรึง 39.55% หลงัจากท่ีพิจารณาคุณสมบติัของทั้งสองเซลล์ทั้งในด้านการยึดเกาะ และการก าจดั
แคดเมียมแลว้พบวา่ P. lundensis เป็นสายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมส าหรับการบ าบดัแคดเมียมท่ีปนเบ้ือนใน
ส่ิงแวดลอ้ม ถึงแมว้า่จะมีค่าก าจดัแคดเมียมในภาวะเซลล์อิสระน้อยกวา่ P. monteilii ก็ตามแต่ภาวะ
ตรึงเซลลพ์บวา่ค่าการก าจดัแคดเมียมของทั้งสองชนิดไม่มีความแตกต่างกนั ทั้งน้ีความสามารถในการ
ก าจดัแคดเมียมยงัมีค่าต ่าอยู ่ดงันั้นในสภาพของเซลล์ตรึงจึงควรศึกษาในค่า pH ท่ีเหมาะสม, ปริมาณ
ของเช้ือเร่ิมตน้ และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ซ่ึงจะส่งเสริมการก าจดัแคดเมียมของแบคทีเรียต่อไป 

ในดา้นความเป็นพิษทางชีวภาพโดยใช้ลูกน ้ ายุงกน้ปล่องในระยะท่ี 3 (Anopheles minimus) 

โดยใชลู้กน ้ า 10 ตวัในความปริมาตรน ้ า 1 ลิตร มาเพาะเล้ียงในสารละลายแคดเมียมท่ีมีความเขม้ขน้
แตกต่างกนั เพื่อการค านวณ LD50 ใน 48 ชัว่โมง พบว่าค่า LC50 มีค่า 0.499 ppm  ลูกน ้ ายุงจึงเป็น
ทางเลือกท่ีเหมาะสมในการศึกษาความเป็นพิษของโลหะต่อไปในอนาคต 

 

 

 


