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บทคัดย่อ 

 

อาร์ซินิกเป็นโลหะหนักท่ีมีความเป็นพิษสูงมาก พบแพร่กระจายในดินท่ีปลูกพืชทัว่โลก 

ดงันั้นจึงมีความเส่ียงสูงต่อการปนเป้ือนในห่วงโซ่อาหาร อาร์ซินิกทาํใหเ้กิดผลดา้นลบหลายประการ

ต่อสุขภาพของมนุษย์ด้วยเหตุน้ีจึงก่อให้เกิดกระแสความห่วงใยอย่างมากต่อทั้งส่ิงแวดล้อมและ

สุขภาพของมนุษย ์ ในประเทศไทย ความเขม้ขน้ของอาร์ซินิกท่ีมีค่าสูงกวา่ค่ามาตรฐานของสาํนกังาน

ส่ิงแวดลอ้มแห่งชาติ (3.9 mg/kg) พบในดินท่ีใช้ในการเขตกรรมหลายแห่งรวมถึงบนพื้นท่ีสูงทาง

ภาคเหนือ การทดลองคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคใ์นการแยก และ คดักรองแบคทีเรียตา้นทานอาร์ซินิกซ่ึง

สามารถทาํให้เกิดการเปล่ียนรูปของอาร์ซินิกได้  การประเมินกลไกในการลดความเป็นพิษและ

ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของแบคทีเรียไอโซเลทตา้นทานอาร์ซินิกสูง  

แล้วจึงนาํไอโซเลทคดัเลือกมาทาํการวิเคราะห์เชิงวงศวานวิวฒันาการ (phylogenetic analysis) 

และนาํไปทดสอบผลต่อการเปล่ียนรูปของอาร์ซินิกในดิน และการสะสมของอาร์ซินิกในแครอท ผล

การทดลองช้ีให้เห็นว่า ดินเขตกรรมบนพื้นท่ีสูงของภาคเหนือในประเทศไทย (พื้นท่ี: 1) พระบาท

ห้วยตม้ 2) ปางดะ 3) ทุ่งเริง 4) แม่แฮ 5) อ่างข่าง 6) วาวี และ 7) สบโขง) มีค่าความเขม้ขน้ของ             

อาร์ซินิก (5.45 ถึง 39.48 mg/kg) สูงกว่าค่ามาตรฐาน (3.9 mg/kg)   ผลการแยกเช้ือไดแ้บคทีเรีย

ทั้งหมดจาํนวน 40 ไอโซเลท หลงัจากการคดักรองเบ้ืองตน้พบว่ามีเพียง  9 ไอโซเลท เท่านั้นท่ีถือว่า

เป็นเช้ือตา้นทานอาร์ซินิก (sodium arsenite: Na-As(III)) ท่ีหลายระดบัความเขม้ขน้ภายใตค่้าพีเอช

ตํ่า (pH 4.5 และ 4.7) โดยมีค่า MIC เท่ากบั 40 mM  หลงัจากการคดักรองคร้ังท่ีสองพบวา่มีเพียง 4 

ไอโซเลทเท่านั้นคือ BAs8, BAs11, BAs19 และ BAs29 ท่ีมีความสามารถโดดเด่นในการตา้นทาน
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อาร์ซินิกภายใต้ค่าพีเอชท่ีหลากหลาย ดังนั้นจึงได้คดัเลือกเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป ไอโซเลท 

BAs7 ค่อนขา้งจะอ่อนไหวต่ออาร์ซินนิกในสภาพ พีเอชตํ่า ดงันั้นจึงไดค้ดัเลือกเพื่อทดสอบควบคู่กบั

ไอโซเลทตา้นทานอาร์ซินิก ไอโซเลทตา้นทานอาร์ซินิกทุกตวัมีกระบวนการออกซิเดชนัและเปล่ียน

รูป As(III)ไปเป็น  As(V) ผลการวัดการเปล่ียนรูปอาร์ซิ นิกแสดงให้ เห็นว่า  BAs29 แสดง

ความสามารถสูงสุดในการตา้นทานและมีเปอร์เซ็นต์เปล่ียนรูปสูงสุดคือ 64.5% ไอโซเลทตา้นทาน

อาร์ซินิกสูงทาํให้ค่าพีเอชในอาหารเหลวเพิ่มจาก 4.7  เป็นประมาณ 7 > 8.0 ไอโซเลท BAs7 ซ่ึง

อ่อนไหวต่ออาร์ซินิกไม่สามารถเพิ่มค่าพีเอชของอาหารได ้ดงันั้นการท่ีค่าพีเอชในอาหารถูกเพิ่มข้ึน

สูงใกล้ค่าท่ีเป็นกลาง/ด่าง อาจมีความจาํเป็นเพื่อให้การออกซิไดซ์รูปท่ีเป็นพิษสูงของอาร์ซินิก            

(อาร์ซิไนท:์As(III)) เป็นรูปท่ีมีความเป็นพิษน้อยลง (อาร์ซิเนท:As(V)) มีประสิทธิภาพสูง ผลการ

ทดลองน้ีแสดงให้เห็นเด่นชดัถึงกลไกเพื่อความอยู่รอดของเช้ือ 2 กลไก (การเปล่ียนแปลงพีเอชและ

การออกซิเดชนัของอาร์ซิไนท)์ ของไอโซเลทตา้นทานอาร์ซินิก และความสัมพนัธ์ท่ีใกลชิ้ดระหวา่ง

สภาพของค่าพีเอชของอาหาร และกระบวนการออกซิเดชนัของ As(III)  
ผลการประเมินความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของแบคทีเรียไอโซเลท

ท่ีตา้นทานอาร์ซินิกสูงพบวา่ ทุกไอโซเลทสามารถละลายฟอสเฟต ไอโซเลทท่ีคดัเลือกมีศกัยภาพสูง

ในการละลาย แคลเซียมฟอสเฟต (5.95 ถึง 100.04 mg P/L) และมีศกัยภาพปานกลางในการผลิต 

IAA (9.36 ถึง 20.32 mg IAA/L) ความสามารถในการละลายแคลเซียมฟอสเฟตของแต่ละ 

ไอโซเลท เพิ่มข้ึน 2 ถึง 6 เท่าเม่ือสัมผสักับสภาพท่ีมี As(III)  ไอโซเลท BAs7 ซ่ึงอ่อนไหวต่อ          

อาร์ซินิกแสดงความสามารถสูงสุดในการละลายฟอสเฟตทั้งในอาหารท่ีมีและไม่มี As(III) (55.56 

และ100.04 mg/L, ตามลาํดบั)  ผลการทดลองน้ีบ่งบอกถึงว่า การเพิ่มข้ึนของการละลายฟอสเฟต

เป็นกลไกท่ีสาํคญัอนัหน่ึงท่ีจะกีดกนัการดูดซึมอาร์ซินิกทาํใหล้ดความเป็นพิษลง การผลิต IAAให้ผล

การทดลองท่ีคล้ายคลึงกนัจึงอาจเป็นอีกกลไกหน่ึงท่ีจดัการกบัความเป็นพิษของอาร์ซินิก ผลการ

ทดลองน้ีดูเหมือนวา่จะเป็นการรายงานคร้ังแรกเก่ียวกบัปรากฏการณ์ท่ีชดัเจนน้ี นอกจากน้ีไอโซเลท

ต้านทานอาร์ซินิกยงัเพิ่มเปอร์เซ็นต์ความงอกและความยาวรากของเมล็ดคะน้าได้อีกด้วย ดังนั้น            

ไอโซเลทดงักล่าวน้ีสามารถนาํไปใชใ้นการบาํบดัมลพิษของอาร์ซินิกทางชีวภาพ รวมทั้งการส่งเสริม

การงอกของเมล็ด  
การวิเคราะห์เชิงวงศวานวิวฒันาการโดยวิธีการหาลาํดบัเบสของช้ินส่วนยีน 16S rRNA 

(16S rDNA) แส ดง ใ ห้ เ ห็นว่า  5  ไ อโซ เล ท ท่ี คัด เ ลื อก  จัดอยู่ ใ น  2 ส กุ ล คื อ  Bacillus แล ะ

Mycobacterium โดยท่ีไอโซเลท BAs7 และ BAs19 มีค่าเปอร์เซ็นต์ความคล้าย (% similarity) 

99% กับ  Bacillus stratosphericus, BAs8 มี ค่ า เป อ ร์ เ ซ็ นต์ค วา ม ค ล้า ย  98% กับ  Bacillus 

v 
 



 

pumilus, BAs 29 มีค่าเปอร์เซ็นต์ความคล้าย 98% กับ Bacillus altitudinis และ BAs11 มีค่า

เปอร์เซ็นต์ความคลา้ย 99% กบั Mycobacterium neoauurum  ผลการทดสอบเชิงคุณภาพโดยใช้ 

silver nitrate (AgNO3) พบวา่ BAs11 และ BAs29 มีความสามารถทั้งในการออกซิไดซ์อาร์ซิไนท์

และการรีดิวซ์อาร์ซิเนท ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นความสามารถในการผลิตเอนไซมท์ั้ง arsenite oxidase และ 

arsenate reductase สําหรับ  BAs8 และ  BAs19 แสดงความสามารถเฉพาะการออกซิไ ดซ์                 

อาร์ซิไนท์  ส่วนไอโซเลท BAs7 ซ่ึงอ่อนไหวต่ออาร์ซินนิก ไม่มีความสามารถในการออกซิไดซ์               

อาร์ซิไนท ์แต่สามารถรีดิวซ์อาร์ซิเนทได ้  

ทาํการประเมินผลของไอโซเลทท่ีคดัเลือกคือ BAs7, BAs11 และ BAs29 ต่อการเปล่ียนรูป

อาร์ซินิกในดินปางดะ (ปริมาณอาร์ซินิกเร่ิมตน้ = 17.14 mg/kg)  และการสะสมอาร์ซินิกในหวัและ

ใบของแครอท ภายใตส้ภาพท่ีไม่ใส่ปูนและใส่ปูน นาํดินปางดะของแต่ละกรรมวิธีมาบ่ม15 วนั แลว้

นาํไปปลูกแครอทระยะเวลา 75 วนั หลงัการเก็บเก่ียว ผลการทดลองพบวา่ ดินปางดะท่ีใส่ BAs29, 

BAs11+Lime และ BAs29+Lime ใหค้่าเปอร์เซ็นตก์ารลดลงของอาร์ซินิกมากท่ีสุด (24.88, 24.61 

และ24.29% ตามลาํดบั)  กรรมวธีิ BAs29 และ BAs29+Lime ยงัใหค้่าผลรวมของ As(V) สูงท่ีสุด

ในช่วงทั้งหมดของระยะการบ่ม (15+75 วนั) แสดงให้เห็นวา่ไอโซเลทน้ีสามารถออกซิไดซ์ As(III) 

ให้ไปเป็น As(V) ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยเฉล่ียแลว้การใชแ้บคทีเรียไอโซเลทตา้นทานอาร์ซินิก

ใหค้่าฟอสฟอรัสในดินตํ่ากวา่กรรมวธีิควบคุม  ในทางตรงขา้มกรรมวธีิท่ีมีการใส่ปูนให้ค่าฟอสฟอรัส

สูงกวา่กรรมวธีิท่ีไม่ใส่ปูน เน่ืองจากอาร์ซิเนทสามารถเขา้ไปสู่เซลลพ์ืชดว้ยระบบเดียวกนักบัฟอสเฟต 

ดงันั้นปรากฏการณ์น้ีแสดงนยัยะของการดูดฟอสเฟตแทนอาร์ซิเนทเพื่อจดัการกบัความเป็นพิษของ

อาร์ซินิก ดินปางดะท่ีใส่เช้ือ BAs29 ส่งผลให้ค่าการสะสมอาร์ซินิกในใบตํ่าท่ีสุด (0.025 mg/kg)  

ในขณะท่ี BAs29 + Lime ใหค้่าการสะสมอาร์ซินิกในหวัแครอทตํ่าท่ีสุด (0.025 mg/kg)  แบคทีเรีย

ไอโซเลทตา้นทานอาร์ซินิกนอกจากจะทาํให้ลดอาร์ซินิกในดินและในแครอทแลว้ยงัช่วยเพิ่มชีวมวล

และการดูดใชธ้าตุอาหารอีกดว้ย การทดลองคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่า ระดบัของพีเอชและฟอสเฟต ใน

สภาพแวดลอ้มหน่ึง ๆ เป็นปัจจยัท่ีสําคญัสําหรับกลไกการลดความเป็นพิษของแบคทีเรียตา้นทาน            

อาร์ซินิก   ไอโซเลท BAs29  สามารถลดความเป็นพิษของอาร์ซินิกไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงันั้นจึง

สามารถนาํไปใช้เป็นจุลินทรียท่ี์มีศกัยภาพในการบาํบดัมลพิษทางชีวภาพซ่ึงจะนาํไปสู่การลดการ

สะสมอาร์ซินิกในพืชสาํหรับบริโภคได ้  
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ABSTRACT 

 

Arsenic (As), a highly toxic heavy metal, is widely distributed in cultivated soils 

worldwide thus a high risk of food-chain contamination. Arsenic generates various 

adverse effects to human health and other living organisms leading to a much concern of 

both environment and human health.  In Thailand, concentration of arsenic in soils that 

exceed the national environment standard (3.9 mg/kg) have been found in many 

cultivated soils including on highland areas of northern Thailand. Therefore, the present 

study was aimed to isolate and screen As resistant bacteria capable of performing arsenic 

transformation. Detoxification mechanisms and plant growth promoting ability of 

bacterial isolates were evaluated. Phylogenetic analysis of the high arsenic-resistant 

isolates was also performed. High As resistant isolates were selected and examined their 

effects on arsenic transformation in contaminated soil and As accumulation in carrot.  

The results indicated that cultivated soils of highland areas of northern Thailand 

(Site: 1) Prabathhuaytom; 2) Pangda;  3) Tungroeng; 4) Maehae; 5) Angkhang 6) Vavee 

and 7) Sobkhong) showed higher concentration of arsenic (5.45 to 39.48 mg/kg) than the 

arsenic maximum concentration limits (MCL) (3.90 mg/kg).  A total of 40 arsenic 

resistant isolates was obtained. After preliminary screening, only nine isolates were 
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resistant to various levels of arsenic (sodium arsenite: Na-As(III)) under low pH (4.5 and 

4.7) with the MIC of 40 mM.  After the second screening, only four isolates, i.e. BAs8, 

BAs11, BAs19 and BAs29 exhibited promising resistant ability under various pH values, 

thus were selected for further investigations. Moreover, BAs7 appeared to be sensitive to 

arsenic particularly under low pH values therefore it was selected to test a long with the 

resistant isolates. Determination of arsenic transformation revealed that the oxidation of 

As(III) to As(V) was observed in all the high tolerant isolate. BAs29 exhibited the highest 

resistant ability with the maximum percentage of arsenite transformation 64.5%. High 

arsenic resistant isolates increased the pH of the broth medium from 4.7 to around 7 to > 

8.0 while arsenic sensitive isolate (BAs7) was not able to increase the pH of the medium. 

Therefore, the raising of pH up to the value near to neutral/alkaline might be required for 

the effective oxidizing of the highly toxic form of arsenic (As(III)) into the less toxic form 

(As(V)).  The results of this experiment highlighted the two survival mechanisms (pH 

changes and arsenite oxidation) of the arsenic resistant isolates and the close relationship 

between pH conditions of surrounding medium and As(III) oxidation process. 

Plant growth promoting potential of the high resistant isolates was determined.  

The results showed that all the isolates were able to solubilize phosphate (P). The selected 

isolates showed a high potential to solubilize insoluble Ca-phosphate (5.95 to 100.04 mg 

P/L), and a moderate potential to produce IAA (9.36 to 20.32 mg IAA/L). The ability of 

each isolate to solubilize Ca-phosphate was increased 2 to 6 times when exposed to an 

arsenite environment. Arsenic-sensitive isolate, BAs7 showed the highest ability to 

solubilize Ca-phosphate in medium without and with arsenite (55.56 and 100.04 mg/L, 

respectively). The results implied that the increment of phosphate solubilization is an 

important mechanism to exclude arsenic uptake thus less toxicity. The similar results 

were found with IAA production and might also be another mechanism of bacteria to 

cope with arsenic toxicity. Our results seemed to be the first report on this clear 

phenomenon.  

Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequences indicated that the five 

selected isolates, representing two major bacterial genera; Bacillus and Mycobacterium. 

Isolates BAs7 and BAs19 showed 99% similarity to Bacillus stratosphericus, BAs8 

showed 98% similarity to Bacillus pumilus, BAs 29 showed 98% similarity to Bacillus 
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altitudinis and BAs11 showed 99% similarity to Mycobacterium neoauurum. A 

qualitative silver nitrate (AgNO3) indicated that isolates BAs11 and BAs29 exhibited both 

arsenite oxidizing as well as arsenate reducing abilities suggesting their ability in 

producing both arsenite oxidase and arsenate reductase enzymes. BAs8 and BAs19 

showed only the ability to oxidize arsenite. A sensitive isolate, BAs7 was not able to 

oxidize arsenite and could only reduce arsenate.  

The isolates BAs7, BAs11 and BAs29 were selected to evaluate their effects on 

arsenic transformation in Pangda soils (initial amount of As = 17.14 mg/kg) and arsenic 

accumulation in the roots and leaves of carrot under un-lime and liming conditions.  

Pangda soils under each respective treatment were incubated for 15 days then the soils 

were used to grow carrot for 75 days. The results indicated, after harvesting, that the soils 

treated with BAs29, BAs11+Lime and BAs29+Lime gave the highest As reducing 

percentage (24.88, 24.61 and 24.29%, respectively). Treatment BAs29 and BAs29+Lime 

also gave the highest sum values of As(V) for the entire period of incubation (15+75 

days) suggesting that this isolate could effectively oxidize As(III) to As(V).  On the 

average, the use of As-resistant bacterial isolates gave lower phosphorus (P) values than 

the controls. In contrast, the soil P values of treatments with liming were higher than 

treatments without liming. Since, arsenate can enter the plant cell through the same 

system as phosphate therefore, this phenomenon implied the uptake of phosphate instead 

of As to cope with toxicity.  Pangda soils treated with BAs29 gave the lowest value of As 

accumulations in leaves (0.025 mg/kg) while BAs29 + Lime gave the lowest value of As 

accumulations in the storage roots (0.025 mg/kg).  In addition, the use of As-resistant 

isolates not only reduced As in soils and in carrot but also increase biomass and nutrients 

uptake. The present study revealed that the pH and phosphate levels in a specific 

environment are of important factors for effective detoxification mechanisms by As-

resistant bacterial.  The isolate BAs29 exhibited effective As detoxification thus can be 

used as a promising microorganisms for bioremediation which can led to less As 

accumulation in edible crops.  
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