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บทคดัย่อ: 

การศึกษานี�มีวัตถุประสงค์เพื�อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมคือ 

Micrococcus sp. MU1 Pseudomonas sp. PM2 และ Arthrobacter sp. TM6 ในการเพิ�มการละลาย

ของแคดเมยีมในดนิในสภาวะที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพดว้ยการเตมิสารอาหารและส่งเสรมิการเตบิโต
และการบําบดัแคดเมยีมในดนิโดยใช้พชื ตลอดจนศกึษาผลของการใชเ้ซลล์ตรึงแบคทเีรยีต้านทาน

แคดเมยีมบนไคโตซานและถ่านชวีภาพต่อการสง่เสรมิบําบดัแคดเมยีมในดนิโดยใชพ้ชื  ผลการศกึษา
พบว่าดนิปนเปื� อนที�เตมิ Arthrobacter sp. และเตมิสารอาหารใหม้อีตัราส่วนคาร์บอนและไนโตรเจนใน

ดนิ เท่ากบั 20:1 มปีรมิาณแคดเมยีมในรปู Bioavailable form เพิ�มมากขึ�น และจากผลการศกึษากบั

พชืในโรงเรอืนทดลอง พบว่า Micrococcus  sp. ช่วยสง่เสรมิการเตบิโตของขา้วโพดที�ปลูกในดนิไม่
ปนเปื� อนและดนิปนเปื� อนแคดเมยีม และยงัช่วยเพิ�มการสะสมของแคดเมยีมในส่วนรากและส่วนยอด

ของขา้วโพดไดอ้กีดว้ย และพบว่าการกระตุน้ทางชวีภาพโดยเตมิสารอาหารใหม้อีตัราส่วนคารบ์อนและ
ไนโตรเจนในดนิเท่ากบั 20:1 และการเตมิ Micrococcus sp. ช่วยสง่เสรมิใหว้่านเศรษฐแีละถั �วเหลอืงมี

การเตบิโตไดม้ากที�สุด ส่วนการกระตุน้ทางชวีภาพและการเตมิ Arthrobacter sp. ช่วยส่งเสรมิใหว้่าน

เศรษฐแีละถั �วเหลอืงมกีารสะสมแคดเมยีมไดส้งูสดุ สําหรบัผลการศกึษาของเซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. 
บนไคโตซานและถา่นชวีภาพ พบว่าเซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. บนไคโตซานและถ่านชวีภาพสามารถ

รอดชวีติในดนิปนเปื� อนแคดเมยีมได ้ และพบว่าการใชเ้ซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. บนไคโตซานและ
ถ่านชวีภาพมปีระสทิธภิาพในการเพิ�มการสะสมแคดเมยีมในว่านเศรษฐไีด้น้อยกว่าการใชเ้ซลล์อสิระ 

ยกเวน้ในสปัดาห์ที� 9 ของการเกบ็เกี�ยวพชื ประสทิธภิาพของการใชเ้ซลลต์รงึแบคทเีรยีบนไคโตซาน

สง่ผลในการสง่เสรมิการสะสมแคดเมยีมในว่านเศรษฐไีดไ้ม่แตกต่างกบัการใชเ้ซลล์อสิระ สรุปไดว้่าการ
เตมิแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมร่วมกบัการกระตุ้นทางชวีภาพดว้ยสารอาหารสามารถช่วยส่งเสรมิ

กระบวนการบําบดัแคดเมยีมโดยใชพ้ชืได ้ นอกจากนี� การใชเ้ซลล์ตรงึแบคทเีรยียงัสามารถช่วยเพิ�ม
ประสทิธิภาพกระบวนการบําบดัแคดเมยีมในดนิปนเปื� อนโดยใชพ้ชืได้ ดงันั �น เทคโนโลยกีารบําบดั

แคดเมยีมในดนิปนเปื� อนทางชวีภาพโดยใชพ้ชืร่วมกบัแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมจดัเป็นแนวทางที�

เหมาะสมในการจดัการพื�นที�ปนเปื� อนแคดเมยีมไดต้อ่ไป 
 

คาํหลกั: แบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม, ดนิปนเปื� อนแคดเมยีม, การบําบดัโดยพชื, เซลลต์รงึแบคทเีรยี 
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Abstract 
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Project Title:   Synergistic use of bacteria and plant to promote cadmium phytoremediation in  
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Abstract: 

This research aims to study the potential of cadmium-resistant bacteria, including 

Micrococcus sp. MU1, Pseudomonas sp. PM2 and Arthrobacter sp. TM6 to increase soil 
cadmium solubility under the nutrient biostimulation and to promote plant growth and cadmium 

phytoremediation. The results found that the bioavailable form of cadmium in soil inoculation 
with Arthrobacter sp. and the biostimulation at C/N ratio of 20:1 increased compared to the 

uninoculated control. The results of the greenhouse study found that Micrococcus sp. 

promoted the growth of Zea mays L. planted in uncontaminated and cadmium-spiked soils. 
Micrococcus sp. increased cadmium accumulation in the roots and shoots of Z. mays L.  

Micrococcus sp. inoculation and the biostimulation at C/N ratio of 20:1 promoted the growth of 
Chlorophytum laxum and Glycine max L. The highest cadmium accumulation in C. laxum and 

G. max L. was found in plants with Arthrobacter sp. inoculation and the biostimulation at C/N 

ratio of 20:1. The results of chitosan- and biochar-immobilized Arthrobacter sp. showed that 
chitosan- and biochar-immobilized Arthrobacter sp. TM6 can survive in cadmium contaminated 

soil. In addition, the efficiency of chitosan- and biochar-immobilized Arthrobacter sp. TM6 on 
increasing cadmium accumulation in C. laxum was lower than that of Arthrobacter sp. TM6 free 

cells. Except at week 9 of the harvest period, the efficiency of chitosan-immobilized 

Arthrobacter sp. and Arthrobacter sp. free cells of on increasing cadmium accumulation in C. 
laxum was not different.  Our study concluded that combined use of bioaugmentation with 

cadmium-resistant bacteria and nutrient biostimulation can promote cadmium phytoremediation. 
The use of chitosan-immobilized bacterial cells increased the cadmium phytoremediation. 

Therefore, bioremediation technology of cadmium-contaminated soil using plant and cadmium-

resistant bacteria is an appropriate approach for management of cadmium-polluted areas.  

Keywords: Cadmium-resistant bacteria, Cadmium-contaminated soil, Phytoremediation, 

Immobilized bacterial cells 
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 หน้าสรปุโครงการ  

(Executive Summary) 
 

การศกึษานี�มีวตัถุประสงคเ์พื�อศึกษาประสิทธภิาพของแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมทั �งในรูป
เซลลอ์สิระและเซลลต์รงึจํานวน 3 สายพนัธุค์อื Micrococcus sp. MU1, Pseudomonas sp. PM2 และ 
Arthrobacter sp. TM6 ที�สรา้งกรดอนิโดล-3-อะซติกิ (Indole-3-acetic acid; IAA) สารไซเดอโรฟอร ์

(Siderophore) และสาร Exopolymer ตามลําดบั ในการเพิ�มการละลายของแคดเมยีมในดนิ และส่งเสรมิ
การเตบิโตและการบาํบดัแคดเมยีมในดนิปนเปื�อนโดยใชพ้ชื ผลการศกึษาพบว่า Micrococcus sp. MU1 
สรา้งกรด IAA ได้สูงสุด 561.43 ± 11.93 มลิลกิรมัต่อลติร ที� 48 ชั �วโมงของการเจรญิ ส่วน 

Pseudomonas sp. PM2 สรา้งสารไซเดอโรฟอรไ์ดสู้งสุด 71.75 ± 1.11 M of Deferoxamine 
mesylate equivalents  ที� 48 ชั �วโมงของการเจรญิ และ Arthrobacter sp. TM6 สรา้ง Exopolymer ได้
สงูสุด 19.64 ± 0.19 กรมัต่อลติร ที� 24 ชั �วโมงของการเจรญิ และพบว่า Micrococcus sp. MU1 สามารถ
เพิ�มความยาวของรากถั �วเหลอืงไดท้ั �งในสภาวะที�มแีละไม่มแีคดเมยีม และนําดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�เกบ็

จากพื�นที�จงัหวดัตากมาทดสอบผลของแบคทีเรยีต้านทานแคดเมียมทั �ง 3 สายพนัธุ์ต่อการละลาย
แคดเมยีมในดนิในสภาวะการกระตุ้นทางชวีภาพ (Biostimulation) โดยการเติมสารอาหารที�มกีารค่า
อตัราส่วนคารบ์อนและไนโตรเจน (C/N ratio) เท่ากบั 10:1, 10:2 และ 20:1 พบว่าดนิปนเปื�อนแคดเมยีม
ที�เตมิ Arthrobacter sp. TM6 และมกีารปรบัค่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 ช่วยใหป้รมิาณแคดเมยีม
ในรปู Bioavailable form เพิ�มขึ�น และพบว่าแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุส์ามารถเพิ�ม
จํานวนในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมในช่วงแรกจนถึงวนัที� 5 หลงัจากนั �นปรมิาณเซลล์ค่อนข้างคงที� และ
ค่อยๆ ลดลง โดยจํานวนเซลลแ์บคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุส์ูงสุดเมื�อมกีารปรบัค่า C/N 
ratio ในดนิเทา่กบั 20:1  

นอกจากนี� เมื�อนํา Micrococcus sp. MU1 มาทดสอบความสามารถในการส่งเสรมิการเตบิโต
และการสะสมแคดเมยีมของขา้วโพด (Zea mays L.) อายุ 4 สปัดาห ์ที�ปลูกในดนิไม่ปนเปื�อนและดนิ
ปนปเปื�อนแคดเมยีม (ดนิที�มกีารเตมิสารละลายแคดเมยีม) โดยการเตมิ Micrococcus sp. MU1 ในดนิที�

ปลูกขา้วโพด (Bioaugmentation) พบว่า Micrococcus sp. MU1 ช่วยเพิ�มความยาวราก ความยาวยอด 
(ใบ) และชวีมวลของขา้วโพดทั �งที�ปลูกในดนิไม่ปนเปื�อนและดนิปนเปื�อนแคดเมยีม ขา้วโพดมกีารสะสม
แคดเมยีมในส่วนยอด (ใบ) มากกว่าส่วนรากในช่วงแรกหลงัการเพาะปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมเป็น
เวลา  2 สปัดาห ์แต่ในช่วงระยะเวลาการปลกูตั �งแต่ 4 สปัดาหถ์งึ 12 สปัดาห ์ขา้วโพดสะสมแคดเมยีมใน
ส่วนรากมากกว่าในส่วนยอด นอกจากนี� ยงัพบว่าการเตมิ Micrococcus sp. MU1 ในการปลูกพชืช่วย

ส่งเสรมิใหข้า้วโพดสะสมแคดเมยีมไดม้ากขึ�นทั �งในส่วนรากและส่วนยอด โดยขา้วโพดที�ระยะการปลกูที� 6 
สปัดาห์มีปรมิาณแคดเมียมสะสมสูงที�สุด และพบว่าค่า Phytoextraction coefficient (PEC) ค่า 
Bioaccumulation factor (BAF) และคา่ Translocation factor (TF) ของขา้วโพดในชุดทดลองที�มกีารเตมิ 
Micrococcus sp. MU1 มคี่าสูงกว่าชุดควบคุมที�ไม่มกีารเตมิแบคทเีรยี ขา้วโพดมคี่า PEC ประมาณ 1.0 
และค่า BAF มากกว่า 1.0 ในช่วงการเกบ็เกี�ยวในสปัดาหท์ี� 12 และตั �งแต่สปัดาหท์ี� 6 ตามลําดบั ซึ�งคา่ 



2 

PEC และค่า BAF มแีนวโน้มเพิ�มขึ�นตามระยะเวลาการเจรญิของขา้วโพด ส่วนค่า TF มากกว่า 1.0 
เฉพาะในช่วงการเกบ็เกี�ยวในสปัดาหท์ี� 2 และลดลงตามอายุพชื เนื�องจากแคดเมยีมส่วนใหญ่สะสมที�ราก 
ซึ�งพชืที�มคีา่ PEC และ BAF มากกว่า 1.0 จดัเป็นพชืที�มศีกัยภาพสําหรบั Phytoextraction แต่อย่างไรก็
ตาม คา่ TF ในช่วงการเกบ็เกี�ยวในสปัดาหท์ี� 6 และ 12 มคีา่ลดลงตํ�ามาก ดงันั �น ขา้วโพดจงึจดัเป็นพชืที�

เหมาะสําหรบัการนํามาใช้เป็นพืชบําบดัแคดเมียมโดยอาศัยกระบวนการ Phytoextraction ได้ดีใน
ช่วงแรก แต่ช่วงหลงักระบวนการบาํบดัแคดเมยีมของขา้วโพดอาศยักระบวนการ Phytostabilization  

สาํหรบัผลการบาํบดัดนิปนเปื�อนแคดเมยีมของว่านเศรษฐ ี(Chlorophytum laxum) อายุ 6 เดอืน
ในดินปนเปื� อนแคดเมียมที�เก็บจากพื�นที�ปนเปื� อน อําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก และมีการกระตุ้นทาง
ชวีภาพโดยการเตมิสารอาหารที�ปรบัค่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 และเตมิแบคทเีรยีต้านทาน
แคดเมยีมแต่ละสายพนัธุ ์(Bioaugmentation-assisted by biostimulation) พบว่าว่านเศรษฐเีตบิโตได้
สูงสุดในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพโดยปรบัค่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 และเตมิ Micrococcus 
sp. MU1 ในขณะที�ว่านเศรษฐทีี�ปลูกในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 มี
การสะสมแคดเมยีมไดส้งูสุด และพบว่าแคดเมยีมส่วนใหญ่สะสมในรากของว่านเศรษฐสีูงกว่าในส่วนยอด 
(ใบ) ของว่านเศรษฐ ีเนื�องจากลกัษณะรากที�เป็นหวัขนาดเลก็ (Tuberous rhizomes) แต่มปีรมิาณการ

สะสมแคดเมยีมในส่วนรากและส่วนยอดไม่แตกต่างกนัมาก และว่านเศรษฐมีคี่า PEC ตํ�าในทุกชุดการ
ทดลอง และค่า BAF เพิ�มขึ�นตามอายุพชืที�เพิ�มขึ�น อย่างไรกต็าม ว่านเศรษฐทีี�ปลูกในดนิที�มกีารเตมิ 
Arthrobacter sp. TM6 และปรบัค่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 มีค่า TF มากกว่า 1.0 แสดงว่า
แคดเมยีมมกีารเคลื�อนยา้ยจากส่วนรากไปส่วนยอดของว่านเศรษฐไีดด้ ีดงันั �น ว่านเศรษฐเีหมาะแก่การ
นําไปบาํบดัแคดเมยีมในดนิปนเปื�อนโดยอาศยักระบวนการ Phytoextraction 

ส่วนผลการบําบดัดนิปนเปื�อนแคดเมยีมโดยใชถ้ั �วเหลอืง (Glycine max L.) อายุ 2 สปัดาห ์
พบว่าถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิที�มกีารกระตุ้นทางชวีภาพโดยการเตมิสารอาหารที�ปรบัค่า C/N ratio ในดนิ
เท่ากบั 20:1 และเตมิ Micrococcus sp. MU1 เตบิโตสูงสุดในทุกระยะการเกบ็ตวัอย่าง และถั �วเหลอืงที�
ปลูกในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 มกีารสะสมแคดเมยีมไดสู้งสุดใน
ทุกระยะการเกบ็ตวัอย่าง โดยถั �วเหลอืงสะสมแคดเมยีมในส่วนรากสูงกว่าในส่วนใบและส่วนตน้หลายใน
ปรมิาณที�แตกต่างกนัมากในทุกชุดการทดลองตลอดช่วงระยะเวลาการเกบ็เกี�ยวพชื และยงัพบแคดเมยีม

ปรมิาณสูงในส่วนฝักและเมลด็ของถั �วเหลอืง นอกจากนี� ยงัพบว่าถั �วเหลอืงมคี่า PEC และ BAF สูง
มากกว่า 1.0 แสดงว่าถั �วเหลอืงมคีวามสามารถในการดดูดงึแคดเมยีมออกจากดนิและสะสมแคดเมยีมได้
ด ีโดยเฉพาะถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิปนเปื�อนที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 
แต่แคดเมยีมส่วนใหญ่สะสมในส่วนรากไม่เคลื�อนยา้ยไปสู่ส่วนยอด ทําใหค้า่ TF ของถั �วเหลอืงมคี่าตํ�า
มากตลอดอายุการเก็บเกี�ยวพชื ดงันั �น ถั �วเหลืองจงึจดัเป็นพชืบําบดัแคดเมยีมโดยอาศยักระบวนการ 

Phytostabilization อย่างไรกต็าม แคดเมยีมที�สะสมในเมลด็ถั �วเหลอืงยงัสูงเกินค่ามาตรฐานสําหรบัการ
นํามาใชเ้ป็นอาหาร 

จากผลการทดสอบความสามารถของแบคทเีรยีต้านทานแคดเมียมในการส่งเสรมิการละลาย
แคดเมยีมออกจากดนิและการบาํบดัแคดเมยีมโดยใชพ้ชื พบว่า Arthrobacter sp. TM6 มคีวามสามารถดี
ที�สุดในการช่วยละลายแคดเมียมออกจากดิน และทําให้พืชทั �งว่านเศรษฐีและถั �วเหลืองมีการสะสม

แคดเมยีมไดม้ากขึ�น ดงันั �นจงึเลอืก Arthrobacter sp. TM6 มาใชใ้นการตรงึเซลลด์ว้ยไคโตซานและถ่าน
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ชวีภาพ และนําเซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพไปส่องดูลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยา และทดสอบการรอดชวีติของภายหลงัการเกบ็รกัษาที�อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส พบว่า
เซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชีวภาพลดลงหลงัเก็บรกัษานาน 1 เดอืน 
ประมาณรอ้ยละ 25.0 และ 13.2 ตามลําดบั เมื�อเทยีบกบัจํานวนเซลลท์ี�มชีวีติเริ�มตน้ในวสัดุตรงึก่อนการ

เกบ็รกัษา ส่วนการรอดชวีติของเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพในดนิ
ปนเปื�อนแคดเมยีม โดยเตมิเซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานหรอืถ่านชีวภาพ ในดิน
ปนเปื�อนแคดเมยีม และผสมใหเ้ขา้กนั ก่อนเกบ็ตวัอย่างดนิและเซลล์ตรงึที�ระยะเวลาต่างๆ มาตรวจวดั
จาํนวนเซลลท์ี�มชีวีติ ผลการศกึษาพบว่าจํานวนเซลลท์ี�มชีวีติของ Arthrobacter sp. TM6 ในดนิปนเปื�อน
แคดเมยีมเพิ�มขึ�นในจนถงึวนัที� 10 และ 15 ก่อนลดลงตามระยะเวลาการเจรญิในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 
นอกจากนี� ยงัพบว่าเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพ ยงัมปีระสทิธภิาพใน
การช่วยเพิ�มการละลายแคดเมยีมในดนิปนเปื�อนในรปู Water soluble form ไดใ้กลเ้คยีงกบัการใชเ้ซลล์
อสิระ (Free cells)  แตเ่พิ�มคา่ DTPA-extractable form ไดน้้อยกว่าการใชเ้ซลลอ์สิระ  

ผลการศึกษาการส่งเสริมการเติบโตของว่านเศรษฐี (อายุ 2 เดือน) โดยใช้เซลล์ตรึง 
Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและเซลล์ตรงึบนถ่านชวีภาพ เปรยีบเทยีบกบัการเตมิเซลล์อสิระ 

Arthrobacter sp. TM6 พบว่าเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานหรอืถ่านชวีภาพไม่มผีลต่อ
การส่งเสรมิการเตบิโตของว่านเศรษฐทุีกช่วงระยะเวลาการเกบ็เกี�ยวพชืเช่นเดยีวกบัการเตมิเซลลอ์สิระ 
Arthrobacter sp. TM6  ส่วนผลการศกึษาของเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานหรอืถ่าน
ชีวภาพต่อการส่งเสริมการสะสมแคดเมียมของว่านเศรษฐีเปรียบเทียบกับการเติมเซลล์อิสระ 
Arthrobacter sp. TM6 พบว่าการใชเ้ซลลต์รงึแบคทเีรยีมปีระสทิธภิาพในการส่งเสรมิการสะสมแคดเมยีม
ในว่านเศรษฐไีดน้้อยกว่าการใชเ้ซลลอ์ิสระ โดยเฉพาะในช่วงแรกของการเก็บตวัอย่าง แต่ในระยะเวลา
การเกบ็ตวัอย่างพชืในสปัดาหท์ี� 9 พบว่าเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานมปีระสทิธภิาพ
ส่งเสรมิใหว้่านเศรษฐสีะสมแคดเมยีมไดไ้ม่แตกต่างกบัการใชเ้ซลล์อิสระ Arthrobacter sp. TM6 โดย
แคดเมยีมสะสมในส่วนรากใกลเ้คยีงกบัส่วนยอด (ใบ) ของว่านเศรษฐ ีและการใชเ้ซลลต์รงึ Arthrobacter 
sp. TM6 บนไคโตซานช่วยส่งเสรมิใหว้่านเศรษฐสีะสมแคดเมยีมไดสู้งกว่าการใชเ้ซลลต์รงึ Arthrobacter 
sp. TM6 บนถ่านชวีภาพ อาจเนื�องมาจากลกัษณะรพูรุนของไคโตซานทาํใหแ้บคทเีรยีเกาะไดใ้นปรมิาณ

มากและมคีวามเหมาะสมต่อการเจรญิของแบคทเีรยี 
ผลการศกึษากลุ่มประชาคมแบคทเีรยีในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิเซลลอ์สิระและเซลล์

ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 โดยวธิ ีPCR-Denaturing Gel Gradient Electrophoresis (DGGE) พบว่า
ดินปนเปื� อนแคดเมียมที�นํามาปลูกว่านเศรษฐีมีกลุ่มแบคทีเรยีเด่นคือ Salmonella subterranean, 
Arthrobacter phenanthrenivorans และ Achromobacter denitrificans และยังสามารถตรวจพบ 

Arthrobacter sp. TM6 ในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิ Arthrobacter sp. TM6 ทั �งในรปูเซลลอ์สิระ
และเซลลต์รงึบนไคโตซานและถ่านชวีภาพหลงัจากการปลกูว่านเศรษฐ ี
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บทที� 1  

บทนํา 
 

 

1.1   ความสาํคญัและที�มาของปัญหา 

ปัญหาการปนเปื�อนโลหะหนกัในดนิพบไดใ้นหลายประเทศและมแีนวโน้มเพิ�มมากขึ�น โดยสาเหตุ
ส่วนใหญ่ที�ทาํใหเ้กดิการแพรก่ระจายและการปนเปื�อนของโลหะหนกัไปยงัแหล่งต่างๆ ในสิ�งแวดลอ้ม เกดิ
จากกจิกรรมของมนุษย ์โดยเฉพาะในพื�นที�ที�มกีารทําเหมอืงแร่ อกีทั �งการเจรญิเตบิโตทางเศรษฐกจิ ทําให้
เกิดการขยายตวัของภาคอุตสาหกรรม ซึ�งโลหะหนักเป็นวตัถุดิบที�ถูกนํามาใช้ในอุตสาหกรรมหลาย

ประเภท รวมทั �งเกดิจากการทิ�งหรอืการฝังกลบของเสยีอนัตรายอย่างผดิวธิ ีซึ�งการปนเปื�อนของโลหะหนัก
ในดนิจดัเป็นปัญหาสิ�งแวดลอ้มที�ก่อใหเ้กดิผลกระทบต่อสิ�งมชีวีติและสิ�งแวดลอ้ม เพราะโลหะหนักมคีวาม
เป็นพิษต่อสิ�งมีชีวิตในระบบนิเวศ โดยเฉพาะการปนเปื� อนของโลหะหนักในดินบริเวณที�เป็นพื�นที�
เกษตรกรรม ทาํใหเ้กดิการถ่ายทอดโลหะหนักผ่านทางห่วงโซ่อาหาร และเกดิผลกระทบต่อสุขภาพของ
มนุษย์ที�มกีารบรโิภคพชืและผลติผลจากพชืที�ปลูกในดนิบรเิวณที�มกีารปนเปื�อนโลหะหนัก โดยทําใหเ้กิด

พษิต่อระบบต่างๆ ของรา่งกายทั �งแบบเรื�อรงัหรอืเฉียบพลนั โลหะหนกัชนิดหนึ�งที�พบการปนเปื�อนในหลาย
พื�นที�และเป็นปัญหาสาํคญัของมลพษิทางดนิคอืแคดเมยีม เพราะแคดเมยีมจดัเป็นโลหะหนกัที�ไม่จําเป็นต่อ
กระบวนการเมแทบอลซิมึของสิ�งมชีวีติ (Non-essential element) และสามารถสะสมในสิ�งมชีวีติและเป็น
พษิต่อสิ�งมชีวีติ ซึ�งการไดร้บัแคดเมยีมแบบเรื�อรงั (Chronic exposure) ทําใหเ้กดิความผดิปกตใินการ
ทาํงานของไต โลหติจาง กระดูกพรุนและแตกหกัง่าย (Liu et al., 2009) นอกจากนี� International Agency 

for Research on Cancer (IARC) และ National Toxicology Program ยงัจดัใหแ้คดเมยีมอยู่ในกลุ่มของ
สารก่อมะเรง็ในมนุษย ์(Human carcinogen) (Waalkes, 2000; Huff et al., ����) และจากการทดสอบ
การก่อมะเรง็ของแคดเมยีมในสตัว์ทดลองพบว่าแคดเมยีมสามารถก่อใหเ้กิดเนื�องอกในสตัว์ทดลองได้
หลายอวยัวะหรอืเนื�อเยื�อ (Joseph, 2009)  

สาํหรบัในประเทศไทย พบการปนเปื�อนแคดเมยีมในนํ�า ดนิตะกอน และดนิในพื�นที�บรเิวณลําหว้ย
แม่ตาว  อําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก โดยเฉพาะดนิที�ใชท้าํการเพาะปลกูมปีรมิาณแคดเมยีมในดนิสูงเกนิค่า

มาตรฐานคุณภาพดินเพื�อการอยู่อาศยัและการเกษตร ที�กําหนดปรมิาณแคดเมียมในดินไม่เกิน 37 
มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ซึ�งในบรเิวณดงักล่าวเป็นพื�นที�ศกัยภาพแร่ มกีารทําเหมอืงแร่สงักะส ีโดยแคดเมยีม
และสงักะสเีป็นสายแร่ที�อยู่คู่กนั ทําให้ปรมิาณแคดเมยีมที�ปนเปื�อนในสิ�งแวดล้อมมมีากตามปรมิาณการ
ผลติสงักะส ีนอกจากนี� การบุกเบกิพื�นที�เพื�อทาํการเกษตรของประชาชนในพื�นที� การเปิดหน้าดนิทําให้มี
การชะลา้งแคดเมยีมออกมามากขึ�น รวมทั �งการใชปุ้๋ ยฟอสเฟตในพื�นที�เกษตรกรรม เพื�อปรบัปรงุคุณภาพ

ดนิ โดยในปุ๋ ยฟอสเฟตไม่ไดม้เีฉพาะธาตุและสารอาหารสําหรบัการเตบิโตของพชื แต่ยงัมโีลหะปนเปื�อนอกี
หลายชนิด (Metal impurity) รวมทั �งแคดเมยีม สาเหตุเหล่านี�จงึทาํใหม้กีารสะสมแคดเมยีมในดนิเพิ�มมาก
ขึ�นและส่งผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษยท์ี�อาศยับรเิวณที�มกีารปนเปื�อนแคดเมยีม (เบญจภรณ์ ประภกัดี
และจริวฐี ์แสงทอง, 2559)  
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  ดงันั �น จงึตอ้งมกีารหาวธิกีารที�เหมาะสมในการบําบดัพื�นที�ปนเปื�อนแคดเมยีมใหอ้ยู่ในสภาวะที�ไม่
ส่งผลกระทบต่อสิ�งมชีวีติและสภาพแวดลอ้ม โดยเฉพาะการใชว้ธิทีางชวีภาพ หรอืเรยีกว่า Bioremediation 
ซึ�งเป็นวิธทีี�เป็นมติรกบัสิ�งแวดลอ้มและค่าใชจ้่ายไม่สูงมากนัก โดยเฉพาะการใช้พชื (Phytoremediation) 
ร่วมกบัการใชจุ้ลนิทรยีม์าช่วยในการบําบดัแคดเมยีมในดนิ โดยการอาศยัความสามารถของพชืในการดูด

ดงึและสะสมแคดเมยีมในพชื ร่วมกบัการใช้แบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมที�ช่วยส่งเสรมิการเตบิโตของพชื 
และการช่วยละลายแคดเมยีมในดนิใหอ้ยู่ในรปูที�พชืดูดดงึขึ�นได ้หรอืเรยีกว่า Bioavailable form ซึ�งการใช้
พชืรว่มกบัการเตมิแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม (Bioaugmentation) ในการบาํบดัแคดเมยีมในดนิปนเปื�อน
จะช่วยส่งเสรมิประสทิธภิาพการบําบดัแคดเมยีมได้ดยีิ�งขึ�น นอกจากนี� การใช้วธิีการกระตุ้นทางชวีภาพ 
(Biostimulation) โดยเตมิสารอาหารเขา้ไปช่วยส่งเสรมิการเจรญิของแบคทเีรยีจะช่วยใหแ้บคทเีรยีทํางาน
ไดด้ยีิ�งขึ�น รวมทั �งการพฒันาเซลลต์รงึแบคทเีรยี (Immobilized cells) เพื�อเพิ�มความอตัราการรอดชวีติของ
เซลลเ์มื�อนําไปเตมิลงในดนิ และสามารถนําไปใช้ในพื�นที�ที�มกีารปนเปื�อนได้สะดวก โดยวสัดุตรงึที�ดคีวร
เป็นวสัดุจากธรรมชาตทิี�ไม่มพีษิต่อสิ�งมชีวีิตและสามารถย่อยสลายไดใ้นธรรมชาต ิเช่น ไคโตซาน (Gentili 
et al., 2006) และถ่านชวีภาพ  

ดงันั �น การวิจยันี�จึงทําศึกษาผลของการกระตุ้นทางชีวภาพต่อประสิทธิภาพการทํางานของ

แบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม 3 สายพนัธุ ์คอื Micrococcus sp. MU1 เป็นแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมที�สรา้ง
กรดอินโดล-3-อะซติกิ (IAA)  Pseudomonas sp. PM2 เป็นแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมที�สรา้งไซเดอโรฟอร ์
(Siderophore)  และ Arthrobacter sp. TM6 เป็นแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมที�สรา้ง Exopolymer ในการ
ส่งเสริมการบําบดัแคดเมียมในว่านเศรษฐีและถั �วเหลือง และการพฒันาเซลล์ตรึงของแบคทีเรียต้านทาน
แคดเมยีมบนไคโตซานและถ่านชวีภาพ  ตลอดจนการศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �งที�
อยู่ในรูปเซลล์อิสระ (Free cells) และเซลล์ตรงึบนไคโตซาน (Chitosan-immobilized cell) และถ่านชีวภาพ 
(Biochar-immobilized cell) ในการช่วยเพิ�มการละลายของแคดเมยีมในดนิปนเปื�อน และการส่งเสรมิการเตบิโต 
การดูดดึง (Uptake) และการสะสมแคดเมียมในว่านเศรษฐี  ซึ�งผลที�ได้จากงานวิจยันี�สามารถนํามาใช้เป็น
แนวทางสําคญัในการใช้ประโยชน์ร่วมกันระหว่างแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมกับพืชเพื�อช่วยส่งเสริม
กระบวนการบําบดัพื�นที�ปนเปื�อนแคดเมยีมโดยใชพ้ชืไดต้่อไป 

 

1.2 วตัถปุระสงคก์ารวิจยั 

1) เพื�อทดสอบความสามารถของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการเพิ�มการละลายของ
แคดเมยีมหรอืการเพิ�มคา่ Bioavailability ของแคดเมยีมในดนิปนเปื�อน 

2) เพื�อพสิูจน์ผลการส่งเสรมิร่วมกนัของการใชพ้ชืร่วมกบัแบคทีเรยีตา้นทานแคดเมยีมในการ
บาํบดัแคดเมยีมออกจากดนิปนเปื�อน 

3) เพื�อพฒันาเซลลต์รงึแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมโดยใชว้สัดุตรงึจากธรรมชาตแิละทดสอบ

การรอดชวีติของเซลลต์รงึแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมภายหลงัการเกบ็รกัษา 
4) เพื�อทดสอบความสามารถของเซลล์ตรงึแบคทีเรยีต้านทานแคดเมยีมในการส่งเสรมิการ

บาํบดัแคดเมยีมในดนิปนเปื�อนของพชืไมป้ระดบั 
5) เพื�อศึกษากลุ่มประชาคมแบคทีเรียในดินปนเปื� อนที�ทําการบําบดัแคดเมียมโดยใช้พืช

รว่มกบัเซลลต์รงึแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมโดยใชเ้ทคนิคทางชวีโมเลกุล 
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1.3 ขอบเขตงานวิจยั 

งานวจิยันี�เป็นการวิจยัเชิงทดลองในห้องปฏบิตักิารทางวทิยาศาสตรแ์ละในโรงเรอืนเพาะชําพืช 
โดยตวัอย่างดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�ใชใ้นการวจิยัครั �งนี�เป็นดนิปนเปื�อนจากพื�นที�ปนเปื�อนแคดเมยีมที�เกบ็
จากพื�นที�การเกษตรในอําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก  สําหรบัตวัแทนพชืไมป้ระดบัที�ใชค้อื ว่านเศรษฐ ีส่วน

พชืไร่ คอื ถั �วเหลอืง ซึ�งเป็นสายพนัธุท์ี�ปลกูในพื�นที�อําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก   
 

 
1.4 ระยะเวลาที�ทาํการวิจยั 

ระยะเวลาในการศกึษาตลอดโครงการ 3 ปี ตั �งแต่เดอืนมถิุนายน พ.ศ.2557 ถงึเดอืนมถิุนายนพ.ศ.
2560 สําหรบัสถานที�ศกึษาคอืหอ้งปฏบิตักิารเทคโนโลยชีวีภาพสิ�งแวดล้อม และโรงเรอืนเพาะชําตน้ไม ้
คณะสิ�งแวดลอ้มและทรพัยากรศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล 
 

1.5 ผลที�คาดว่าจะได้รบั 

1) ทราบความสามารถของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �งในรปูแบบของเซลลอ์ิสระและเซลล์
ตรงึในการส่งเสรมิการละลายของแคดเมยีมในดนิปนเปื�อน  

2) ทราบความสามารถของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �งในรปูแบบของเซลลอ์ิสระและเซลล์
ตรงึในการส่งเสรมิการเตบิโตและการสะสมแคดเมยีมของว่านเศรษฐแีละถั �วเหลอืง 

3) ทราบผลของการกระตุน้ทางชวีภาพ (Biostimulation) โดยการปรบัสารอาหารคารบ์อนและ

ไนโตรเจนต่อการเพิ�มประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสรมิการละลายของ
แคดเมยีมในดนิปนเปื�อนและการสะสมแคดเมยีมในพชื 
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บทที� 2 

วิธีการศึกษา 
 
 

2.�   วสัด ุอปุกรณ์ และเครื�องมือ 

-  Analytical balance (Mettler Toledo XS204) 
-  Autoclave (Hirayama model HA-300MII) 
-  Binocular light microscope (Olympus model CH-2) 
-  Biological safety cabinet (LFBH-90MSSP) 

 -  Flame atomic absorption spectrophotometer (AA240FS) 

-  Horizontal submarine gel electrophoresis apparatus 
 -  Hot-air oven (Contherm model CAT 260M)  
 -  Hotplate (Labinco model L35) 
 -  Incubator (Termaks model KB8400) 
 -  Incubator shaker (Thermo electron model 481) 

-  Membrane filter apparatus 

 -  Micropipette (Rainin, Mettler Toledo) 
-  Microwave digester (Ethos TC) 

 -  pH meter (Orion model EA940) 
-  Refrigerated centrifuge (Hermel model 2323K) 

 -  Scanning electron microscope (JSM-5800LV) 

 -  Spectophotometer (Thermo electron model 481) 
-  Thermocycler (Perkin-Elmer Cetus Model 480) 
-  UV light (Chemi Genius Bioiamging system) 
-  Vortex mixer (Vortex-Genie2 model G-560E) 

 -  Vacuum pump (Gas model DAA-V174-ED) 

-  Whatman filter paper No.42 
-  กระถางพลาสตกิและวสัดุเพาะชําพชื 
-  เครื�องแกว้ทางวทิยาศาสตร ์
 

2.2   อาหารเลี�ยงเชื�อและสารเคมี 

-  Chrome azurol S (CAS) agar 

-  Luria-Bertani (LB) agar 
-  Luria-Bertani (LB) broth 
-  Absolute ethanol (C2H5OH) 
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-  Cadmium nitrate (Cd(NO3)2) 
-  Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4·7H2O) 
-  Glucose 
-  Glycerol 

-  Hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) 
-  Hydrochloric acid (HCl) 
-  Hydrogen peroxide (H2O2) 
-  Indole-3-acetic acid (IAA) 
-  Iron(III) chloride hexahydride (FeCl3·6H2O) 
-  Lead nitrate (Pb(NO3)2) 
-  L-tryptophan 
-  Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4·7H2O) 
-  Manganese sulphate monohydrater (MnO4·H2O) 
-  Molybdenum trioxide (MoO3) 

-  Nitric acid (HNO3) 
-  Piperazine-N,N’-bis [2-ethanesulfonic acid] (PIPES) 
-  Sodium acetate (NaC2H3O2) 
-  Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) 
-  Sodium hydroxide (NaOH) 
-  Tris (hydroxymethyl)-aminomethane (Tris-base) 
 

2.3.  การตรวจวดัการสร้างกรด IAA สารไซเดอโรฟอร ์ และ Exopolymer ที�ระยะเวลาต่างๆ ของ

การเจริญของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียม  

นําแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมนําแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมจาํนวน 3 สายพนัธุท์ี�สรา้งกรดอนิ
โดล-3-อะซติกิ (IAA-producing Micrococcus sp. MU1) (รปูที� 1ก) สารไซเดอโรฟอร ์ (Siderophore-
producing Pseudomonas sp. PM2) (รปูที� 1ข) และ Exopolymer (Exopolymer-producing Arthrobacter 

sp. TM6) (รปูที� 1ค) ที�คดัแยกโดย Prapagdee และคณะ (2013) Duangboobpha และคณะ (2012) และ 
Prapagdee และคณะ (2013) ตามลําดบั มาทําการตรวจวดัสารที�แบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ์สร้างที�
ระยะเวลาการเจรญิต่างๆ สําหรบัการตรวจวดัปรมิาณกรด IAA โดยการเพาะเลี�ยง Micrococcus sp. MU1 
ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว LB ที�เตมิ L-tryptophan ที�ความเขม้ขน้ 0.5 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร และนําไปเขย่าที�
ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ28Oซ ก่อนเกบ็เซลลท์ี�เวลา 8, 12, 24, 36, 48, 72 และ 96 
ชั �วโมง ตามลําดบั และปั �นเกบ็ส่วนนํ�าใสดว้ยเครื�องปั �นเหวี�ยงควบคุมอุณหภูมทิี� 4Oซ ความเรว็รอบ 6,000 

รอบต่อนาทเีป็นเวลา 10 นาท ี เพื�อนําส่วนนํ�าใสที�ไดไ้ปตรวจวดัปรมิาณกรด IAA ตามวธิกีารของ Gordon 
และ Weber (1951)  

ส่วนการตรวจวดัปรมิาณสารไซเดอรโ์รฟอร ์โดยเพาะเลี�ยง Pseudomonas sp. PM2 ใน
อาหารเลี�ยงเชื�อ M9 minimal medium และนําไปเขย่าที�ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ28Oซ 
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ก่อนเกบ็เซลลท์ี�เวลา 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72 และ 96 ชั �วโมง ตามลําดบั และปั �นเกบ็ส่วนนํ�าใสดว้ย
เครื�องปั �นเหวี�ยงควบคุมอุณหภมูทิี� 4Oซ ความเรว็รอบ 6,000 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 10 นาท ี เพื�อนําส่วน
นํ�าใสที�ไดไ้ปตรวจวดัปรมิาณสารไซเดอรโ์รฟอรใ์นรปูของสาร  Deferoxamine mesylate (DFAM) ซึ�งเป็น
สารไซเดอรโ์รฟอรใ์นกลุ่ม Hydroxamate (Amico et al., 2008) ตามวธิกีารของ Schwyn และ Neilands 

(1986)  และการตรวจวดัปรมิาณสาร Exopolymer โดยเพาะเลี�ยง Arthrobacter sp. TM6 ในอาหารเลี�ยง
เชื�อเหลว LB และนําไปบ่มในเครื�องเขย่าที�ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ 28Oซ ก่อนเก็บสาร
แขวนลอยเซลลท์ี�เวลา 8, 12, 24, 36, 48, 72 และ 96 ชั �วโมง ตามลําดบั เพื�อนํามาสกดัสาร Exopolymer 
ตามวธิกีารของ Kunito และคณะ (2001) และนําตะกอน Exopolymer ที�ไดไ้ปตรวจวดัปรมิาณในรปูของ
นํ�าตาลกลูโคสโดยใชว้ธิกีาร Phenol-sulfuric (Dubois et al., 1956) และในการเพาะเลี�ยงแบคทเีรยีเพื�อ
ตรวจวดัปรมิาณสารที�สรา้งขึ�น จะทําการตรวจวดัการเจรญิของแบคทเีรยีด้วยวธิกีารวดัค่าความขุ่นเซลล ์
โดยใชเ้ครื�องสเปคโตรโฟโตมเิตอรท์ี�ความยาวคลื�น 600 นาโมเมตร  
 

          (ก)             (ข)          (ค)  

                    
 

รปูที� 1 แบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม; (ก) Micrococcus sp. MU1 (ข) Pseudomonas sp. PM2 และ     

(ค) Arthrobacter sp. TM6 ที�เพาะเลี�ยงบนอาหารเลี�ยงเชื�อแขง็ LB ที�เตมิแคดเมยีม 
 
2.4 การทดสอบผลของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมต่อความยาวของรากถั �วเหลืองและขา้วโพด

ในสภาวะที�มีและไม่มีแคดเมียมโดยวิธี In vivo root elongation assay 

 การเตรียมเมล็ดถั �วเหลืองและข้าวโพดมากําจัดจุลินทรีย์ที�ปนเปื�อนอยู่บริเวณรอบเมล็ดออก 
(Surface sterilization) โดยแช่เมลด็ในส่วนผสมของเอทานอลและไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดใ์นอตัราส่วน 1:1 

และลา้งดว้ยนํ�ากลั �นปราศจากเชื�อจํานวน 2 ครั �ง ก่อนเก็บในจานแก้วปราศจากเชื�อ และเตรยีมหวัเชื�อ
แบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม โดยนําแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมแต่ละสายพนัธุม์าเพาะเลี�ยงในอาหาร
เลี�ยงเชื�อเหลว LB และบ่มแบบเขย่าที�ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ 28 Oซ เป็นเวลา 16-18 
ชั �วโมง เพื�อเตรยีมหวัเชื�อเริ�มตน้ ก่อนนํามาถ่ายใส่ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว LB ที�เตมิ L-tryptophan ที�ความ
เขม้ขน้ 0.5 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร ใหม้คีา่ความขุน่เซลลเ์ท่ากบั OD600 ~ 0.1 และนําไปเขย่าที�ความเรว็รอบ 
150 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ28Oซ ก่อนเกบ็เซลลท์ี�เวลา 24 ชั �วโมง นําแบคทเีรยีที�เพาะเลี�ยงไดม้าปรบัค่า

ความขุ่นเซลลเ์ท่ากบั OD600 ~ 0.2 และนําเมลด็พชืใส่ลงไป ตั �งทิ�งไวท้ี�อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 1 ชั �วโมง 
ก่อนนําเมลด็พชืไปเพาะบนกระดาษกรองในจานเพาะเชื�อที�ปราศจากเชื�อตามวธิขีอง Belimov และคณะ 
(2005) และ Sheng และคณะ (2008) โดยบนกระดาษกรองมกีารเตมิแคดเมยีมที�ความเขม้ขน้ต่างๆ และ
นําเมลด็พชืมาบ่มที�อุณหภมูหิอ้งในที�มดืเป็นเวลา 5-10 วนั สงัเกตการงอกและวดัความยาวของราก  
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2.5 การเกบ็ตวัอย่างดินปนเปื� อนแคดเมียมและการวิเคราะห์สมบติัทางกายภาพและเคมีของดิน 

การเกบ็ตวัอย่างดนิปนเปื�อนแคดเมยีมจากบรเิวณพื�นที�การเกษตรในหมู่บ้านพะเด๊ะ ตําบลพระ
ธาตุผาแดง อําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก (พกิดั (N 16O 40.593, E 098O 37.630) (รปูที� 2) โดยเฉพาะใน
ส่วนหน้าดนิความลกึ 0-20 เซนตเิมตร นําดนิมาผึ�งไวใ้หแ้หง้ในที�รม่ ก่อนนํามาบดและตรวจวดัสมบตัทิาง

กายภาพและเคมขีองดนิ ไดแ้ก่ ขนาดของอนุภาคดนิ (Particle size distribution) เนื�อดนิ (Soil texture) 
pH ของดนิ  ค่าการนําไฟฟ้า (Electrical conductivity; EC) ความจุในการแลกเปลี�ยนประจุบวก (Cation 
exchange capacity; CEC) ปรมิาณสารอนิทรยี ์(Organic matter) ไนโตรเจนทั �งหมด (Total nitrogen) 
ฟอสฟอรสัที�เป็นประโยชน์ต่อพชื (Available P) โพแทสเซยีมที�สกดัได ้(Extractable K) แมกนีเซยีมที�สกดั
ได้ (Extractable Mg) และโซเดยีมที�สกดัได้ (Extractable Na) โดยส่งตวัอย่างดนิวเิคราะห์ที�ภาควชิา
ปฐพวีิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์และวิเคราะห์ปรมิาณของแคดเมียมทั �งหมดในดนิ 

(Total cadmium) โดยนําดนิไปสกดัดว้ยกรดไนตรกิและกรดไฮโดรคลอรกิในอตัราส่วน 1:3 (v/v) (Aqua 
regia solution) (Acid-digested form) โดยใชเ้ครื�อง Microwave digester ตามวธิขีอง McGrath and 
Cunliffe (1985) และ US.EPA method 3052 (1996) และกรองส่วนที�ย่อยแล้วด้วยกระดาษกรอง 
Whatman No.42  เพื�อนําส่วนนํ�าใสที�กรองได้ไปวเิคราะห์ปรมิาณแคดเมยีมทั �งหมดในดนิโดยใช้เครื�อง 
FAAS และทําการวิเคราะห์ค่าแคดเมียมในรูป Bioavailable form โดยการสกัดด้วยสาร 
diethylenetriamine pentaacetic acid (DTPA) (DTPA-extractable cadmium) ตามวธิขีอง Quevauviller 
และคณะ (1998) และ Faust และ Christians (2000) และกรองส่วนสกดัดว้ย DTPA แลว้โดยใชก้ระดาษ
กรอง Whatman No.42 เพื�อนําส่วนนํ�าใสที�กรองได้ไปวิเคราะห์ปรมิาณแคดเมยีมด้วยเครื�อง Flame 
Atomic Adsorption Spectrophotometry (FAAS) 
 

 
รปูที� 2 พื�นที�เกบ็ตวัอย่างดนิปนเปื�อนแคดเมยีมในอําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก 
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2.6 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการละลายหรือการเพิ�มค่า 

Bioavailability ของแคดเมียมในดินปนเปื� อนทั �งในสภาวะที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพ 

(Biostimulation) โดยการเติมสารอาหาร 

นําดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�เตรยีมไดไ้ปทําใหป้ราศจากเชื�อโดยใชห้มอ้นึ�งไอนํ�า (Autoclave) ก่อน
นําไปทดสอบการส่งเสรมิการละลายของแคดเมียมในดนิ โดยแบ่งตวัอย่างดนิเป็นชุดทดลองที�ไม่มกีาร
กระตุน้ทางชวีภาพ (ไม่เตมิสารอาหาร) และที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพ โดยการเตมิสารอาหารคารบ์อนและ

ไนโตรเจนในอตัราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) เท่ากบั 10:1, 10:2 และ 20:1 ตามลําดบั (ใช้
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนและใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน) จากนั �นจึงเติมแบคทีเรีย
ต้านทานแคดเมยีมแต่ละสายพนัธุล์งในดนิตามวธิทีี�ดดัแปลงจาก Rajkumar  และ Freitas (2008) โดยนํา
หวัเชื�อเริ�มตน้ของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมมาเพาะเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว LB โดยปรบัให้มคี่า
ความขุน่เซลลเ์ริ�มตน้เทา่กบั OD600 ~ 0.1 และนําไปเขย่าที�ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ28Oซ 

เป็นเวลา 24 ชั �วโมง และปั �นเกบ็เซลลท์ี�ความเรว็รอบ 6,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีล้างตะกอน
เซลลด์ว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(pH 7.0) ความเขม้ขน้ 50 มลิลโิมล่าร ์ที�ปราศจากเชื�อ จํานวน 2 
ครั �ง และนําตะกอนเซลลแ์บคทเีรยีมาแขวนลอยในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(pH 7.0) ความเขม้ขน้ 50 
มลิลโิมล่ารท์ี�ปราศจากเชื�อ และปรบัความขุ่นเซลล์ใหไ้ด ้OD600 ~ 1.5 แลว้จงึนําสารแขวนลอยแบคทเีรยีที�
เตรยีมไดป้รมิาตร 10 มลิลลิติร มาเตมิลงในตวัอย่างดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�ฆ่าเชื�อเรยีบรอ้ยแลว้นํ�าหนัก 
10 กรมัในหลอดพลาสตกิ ส่วนชุดควบคมุเตมิสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(pH 7.0) ความเขม้ขน้ 50 มลิลิ
โมล่าร ์และนําไปเขย่าที�ความเรว็ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 วนั และแยกตวัอย่างดนิออกเป็น 2 ส่วน 
โดยดนิส่วนที� 1 นําไปเตมินํ�าปราศจากไอออน (Deionized water) ลงในหลอดพลาสตกิที�มตีวัอย่างดนิ 
และเขย่าอย่างแรง เพื�อชะแคดเมยีมออกจากดนิ และกรองสารแขวนลอยดนิดว้ยกระดาษกรอง Whatman 
No.42 นําส่วนนํ�าใสที�กรองไดไ้ปตรวจวดัคา่แคดเมยีมในรปู Water-soluble form โดยใชเ้ครื�อง FAAS ส่วน
ตะกอนดนินําไปสกดัแคดเมยีมดว้ยกรดไนตรกิ (HNO3) และกรดไฮโดรคลอรกิ (HCl) ในอตัราส่วน 1:3 

(v/v) เพื�อนําไปหาความเขน้ขน้ของแคดเมยีมทั �งหมดในดนิ (Acid-digested form) ตามวธิกีารเช่นเดยีวกบั
ขอ้ 3) และนําดนิส่วนที� 2 มาวเิคราะหค์่าแคดเมยีมในรปู Bioavailable form โดยการสกดัดว้ยสาร DTPA 
(DTPA-extractable form) ตามวธิกีารเช่นเดยีวกบัขอ้ 3)     
 
2.7 การศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมทั �ง 3 สายพนัธุใ์นดินปนเปื� อน

แคดเมียมในสภาวะที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพโดยการเติมสารอาหาร 

เตรยีมดินปนเปื� อนแคดเมียมที�ปราศจากเชื�อโดยใช้หม้อนึ�งไอนํ�า และแบ่งตวัอย่างดิน

ออกเป็นชุดทดลองที�ไม่มกีารเตมิสารอาหารและมกีารเตมิสารอาหารคารบ์อนและไนโตรเจน โดยปรบัให้มี
อตัราส่วน C/N ในดนิ เท่ากบั 10:1, 10:2 และ 20:1 นําแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมแต่ละสายพนัธุม์า
เพาะเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว LB โดยปรบัใหม้คี่าความขุ่นเซลลเ์ริ�มตน้เท่ากบั OD600 ~ 0.1 และนําไป
เขย่าที�ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ28Oซ เป็นเวลา 24 ชั �วโมง จากนั �นปรบัค่าความขุ่นเซลล์
เริ�มตน้เท่ากบั OD600 ~ 1.0 ก่อนนําไปเตมิในดนิปราศจากเชื�อ (5% v/w) และนําไปบ่มที�อุณหภมูหิอ้งเป็น

เวลา 20 วนั โดยเกบ็ตวัอย่างในวนัที� 1, 3, 5, 10, 15 และ 20 วนั เพื�อนํามาตรวจวดัจํานวนแบคทเีรยีที�มี
ชวีติในดนิ โดยการ Spread plate บนอาหารเลี�ยงเชื�อแขง็ LB  
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2.8 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมที�สร้างกรด IAA ในการส่งเสริม

การเติบโตและการสะสมแคดเมียมในข้าวโพด 

การเตรยีมต้นกล้าของขา้วโพด (Zea mays L. cv. CPDK 888) โดยการเพาะเมลด็
ขา้วโพดในดนิปลูกพชืทั �วไปจนมอีายุประมาณ 4 สปัดาห ์ซึ�งตน้กลา้ขา้วโพดมคีวามสูงของลําตน้ประมาณ 
50 เซนตเิมตร และเลอืกตน้กล้าขา้วโพดที�สมบูรณ์แขง็แรงไปปลูกในดนิไม่ปนเปื�อน และดนิปนเปื�อน

แคดเมยีมในกระถางพลาสตกิขนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลาง 25 เซนตเิมตร ที�มดีนิปนเปื�อนแคดเมยีมกระถางละ 
3.0 กโิลกรมั ซึ�งทาํการเตรยีมดนิปนเปื�อนโดยการเตมิสารละลายแคดเมยีมลงไปในดนิ ผสมใหเ้ขา้กนัและ
บ่มดนิไวใ้นที�รม่ประมาณ 1 เดอืน ตามวธิกีารของ Thawornchaisit และ Polprasert (2009)  และนําดนิ
ปนเปื�อนที�เตรยีมไดไ้ปวเิคราะหส์มบตัทิางกายภาพ เคม ีและปรมิาณแคดเมยีมในดนิ ทําการเตรยีมหวัเชื�อ
แบคทเีรยีตา้นทานแคดเมียมที�สรา้งกรด IAA; Micrococcus sp. MU1 โดยปรบัให้มีความขุ่นของสาร
แขวนลอยแบคทเีรยีที� OD600 ~ 0.2 และนําสารแขวนลอยแบคทเีรยีที�เตรยีมไดไ้ปเตมิในดนิไม่ปนเปื�อนและ
ดนิปนเปื�อนแคดเมยีมบรเิวณรอบรากตน้กลา้ขา้วโพด โดยแบ่งเป็น 4 ชุดการทดลอง  (ชุดการทดลองละ 3 
ซํ�า) ตามรายละเอยีดดงันี� 

 ชุดการทดลองที� 1 (T1) ปลกูพชืในดนิไมป่นเปื�อนแคดเมยีม 
 ชุดการทดลองที� 2 (T2) ปลกูพชืในดนิไมป่นเปื�อนแคดเมยีม + MU1 
 ชุดการทดลองที� 3 (T3) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม  

 ชุดการทดลองที� 4 (T4) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + MU1 
 
นํากระถางของแต่ละชุดการทดลองที�ปลูกพชืกระถางละ 1 ตน้มาวางในโรงเรอืนทดลองที�

ใชแ้สงธรรมชาต ิและรดนํ�าทุกวนั และเกบ็ตวัอย่างดนิและพชืในแต่ละกระถางในสปัดาหท์ี� 2, 4, 6 และ 12 
(ระยะให้เมลด็) สปัดาหห์ลงัการปลูกพชื ตามลําดบั ทําการวดัการเตบิโตของพชืที�ปลูกในดนิไม่ปนเปื�อน
แคดเมยีม โดยการวดัความยาวราก ความสูงตน้ และนํ�าหนักแหง้ของพชื ส่วนพชืที�ปลูกในดนิปนเปื�อนจะ
ทาํการวดัการเตบิโตเช่นเดยีวกนั และวดัปรมิาณแคดเมยีมที�สะสมในส่วนรากและส่วนยอดของพชื โดยนํา
แต่ละส่วนของพชืไปบดและสกดัดว้ยกรดไนตรกิและกรดเปอรค์ลอรกิ (HClO4) ในอตัราส่วน 2:1 (v/v) และ
ย่อยดว้ยเครื�อง Microwave digester ตามวธิขีอง Simmons และคณะ (2003) และ US.EPA method 
3052 (1996) และกรองส่วนที�ย่อยไดด้ว้ยกระดาษกรอง Whatman No.42 เพื�อนําส่วนนํ�าใสที�กรองไดไ้ป

วเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของแคดเมยีมที�สะสมในแต่ละส่วนของพชืดว้ยเครื�อง FAAS สาํหรบัตวัอย่างดนินําไป
สกดัดว้ยกรดและตรวจวดัปรมิาณแคดเมยีม เช่นเดยีวกบัขอ้ 3)  

นําค่าความเขม้ข้นของแคดเมียมในดนิและในพชืของชุดการทดลองที� 3 และ 4 มา
คํานวณปริมาณการสะสมแคดเมียมของพืชต่อต้น และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกระบวนการ 
Phytoextraction โดยเปรยีบเทยีบจากค่า Phytoextraction coefficient (PEC) (Kumar et al., 1995; 
Ghosh and Singh, 2005) คา่ Bioaccumulation factor (BAF) soil (Khaokaew and Landrot, 2015) และ

ค่าการเคลื�อนที�ของโลหะหนกัจากบรเิวณส่วนราก (Underground part) ไปสะสมยงับรเิวณส่วนเหนือดนิ 
(Aboveground หรอื Aerial part) ของพชื หรอืเรยีกว่าค่า Translocation factor (TF) (Mattina et al., 
2003) ตามสมการต่อไปนี�  
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  Phytoextraction coefficient (PEC)   =    ความเขม้ขน้แคดเมยีมในพชื (มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) 
ความเขม้ขน้แคดเมยีมในดนิ (มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) 

  Bioaccumulation factor (BAF)   =     ความเขม้ขน้แคดเมยีมในพชื (มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) 
                                    ความเขม้ขน้แคดเมยีมในรปู Bioavailable form ในดนิ (มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) 

 
Translocation factor (TF) =      ความเขม้ขน้แคดเมยีมในสว่นยอดของพชื (มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั)  
               ความเขม้ขน้แคดเมยีมในสว่นรากของพชื (มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) 
 
2.9 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการบาํบดั

แคดเมียมในดินโดยใช้ว่านเศรษฐีและถั �วเหลืองในสภาวะที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพ 

(Biostimulation) โดยการเติมสารอาหาร 

 การเตรยีมตน้กลา้ของว่านเศรษฐ ี(Chlorophytum laxum) อายุประมาณ 6 เดอืน และตน้กลา้
ถั �วเหลอืง (Glycine max L.) อายุประมาณ 2 สปัดาห ์มาปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารกระตุน้ทาง
ชวีภาพ (Biostimulation) โดยการเตมิสารอาหารใหม้อีตัราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ในดนิ 
เท่ากบั 20:1 และมกีารเติมแบคทเีรยีต้านทานแคดเมียม 3 สายพนัธุ์ คอื Micrococcus sp. MU1, 
Pseudomonas sp. PM2 และ Arthrobacter sp. TM6 โดยวธิกีารเตรยีมหวัเชื�อใชว้ธิเีดยีวกบัวธิกีารศกึษา
ในขอ้ 2.8) โดยพชืแต่ละชนิดแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 5 ชุดการทดลอง (ชุดการทดลองละ 3 ซํ�า) ตาม
รายละเอยีดดงันี� 

 ชุดการทดลองที� 1 (T1) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 
 ชุดการทดลองที� 2 (T2) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + เตมิ C/N ratio 20:1  
 ชุดการทดลองที� 3 (T3) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + เตมิ C/N ratio 20:1 + MU1 
 ชุดการทดลองที� 4 (T4) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + เตมิ C/N ratio 20:1 + TM6 

 ชุดการทดลองที� 5 (T3) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + เตมิ C/N ratio 20:1 + PM2 
 
เก็บตวัอย่างพชืและดนิ เพื�อนํามาตรวจวดัการเตบิโตของพชืและแคดเมียมในแต่ละส่วน

ของพชื และปรมิาณแคดเมยีมในดนิ โดยใช้วธิกีารเช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 2.8) โดยเกบ็ตวัอย่างว่าน
เศรษฐทีุก 3 สปัดาห ์เป็นเวลา 9 สปัดาห ์ส่วนถั �วเหลอืงเกบ็ตวัอย่างทุก 1 เดอืน เป็นเวลา 3 เดอืน โดย

แบ่งระยะการเกบ็ตวัอย่างตามช่วงการเจรญิของถั �วเหลอืงคอื เดอืนที� 1 ระยะ Vegetative stage ก่อนออก
ดอก (Before flowering stage) เดอืนที� 2 ระยะ Reproductive stage เริ�มออกฟัก (The beginning pods 
stage; R3) และเดอืนที� 3 ระยะ Reproductive stage เมลด็สมบูรณ์ (The full seed stage; R6) และนําค่า
ความเขม้ขน้ของแคดเมยีมในแตล่ะส่วนของพชืและดนิมาคาํนวณค่า PEC, BAF และ TF  
 
2.10 การเตรียมเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมและการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐาน

วิทยาของเซลลตรึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียม 

 คดัเลอืกแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมที�ใหผ้ลในการส่งเสรมิการละลายแคดเมยีมออกจากดนิ
ปนเปื�อน และสะสมแคดเมยีมในพชืไดด้ทีี�สุดมาทําการตรงึเซลลบ์นไคโตซานเกลด็ (Flake chitosan) และ
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ถ่านชวีภาพ (Biochar) โดยเตรยีมวสัดุตรงึใหม้ขีนาดประมาณ 2 มลิลเิมตร (ซึ�งใกลเ้คยีงกบัขนาดของเนื�อ
ดนิ) และนําแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมมาเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว LB ที�เจอืจาง 4 เท่าและเตมิวสัดุ
ตรงึเป็นเวลา 72 ชั �วโมง ก่อนนําไปกรอง เพื�อแยกเซลลต์รงึ และนําเซลลต์รงึแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม
มาส่องกลอ้งจุลทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องกราด และนําไปทดสอบหาค่าพื�นที�ผวิ (Surface area) ปรมิาตร

รพูรนุ (Pore volume) และ ขนาดรพูรนุ (Pore size) โดยใชเ้ครื�อง Brunauer–Emmett–Teller (BET)   
 
2.11 การทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ตรึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมภายหลงัการเก็บ

รกัษาและการรอดชีวิตของเซลล์ตรึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในดินปนเปื� อน

แคดเมียม 

 นําเซลล์ตรงึแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมมาเกบ็ใส่หลอดพลาสตกิปราศจากเชื�อและเกบ็ใน
ตู้เยน็ที�อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 เดอืน และเกบ็ตวัอย่างเซลลต์รงึทุก 2 สปัดาห ์เพื�อนํามา

ตรวจนับจํานวนแบคทเีรยีที�มชีีวิต สําหรบัวิธีการทดสอบการรอดชวีิตของเซลล์ตรงึแบคทีเรยีต้านทาน
แคดเมยีมในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมใชว้ธิีการศกึษาเช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 5) แต่เตมิเซลล์ตรงึแบคทเีรยี
ตา้นทานแคดเมยีม (5% w/w) ในดนิปนเปื�อนปราศจากเชื�อแทนการเตมิในรปูเซลลอ์สิระ (Free cells)   

 
2.12 การประเมินความสามารถของเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในวสัดตุรึงในการ

ช่วยเพิ�มการละลายหรือเพิ�มค่า Bioavailability ของแคดเมียมในดินปนเปื� อน 

  นําเซลลต์รงึแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมมาเตมิลงในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�ปราศจากเชื�อ 
โดยใช้วธิีการทดสอบเช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 2.6) แต่เตมิเซลล์ตรงึแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม (5% 
w/w) ในดนิปนเปื�อนแทนการเตมิในรปูของเซลลอ์สิระ 
 
2.13 การทดสอบประสิทธิภาพของเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมบนไคโตซานและถ่าน

ชีวภาพในการส่งเสริมการบาํบดัแคดเมียมในดินโดยใช้ว่านเศรษฐี 

  นําเซลล์ตรงึแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมบนไคโตซานและถ่านชีวภาพมาเติมลงในดิน
ปนเปื�อนแคดเมยีมที�ปลูกว่านเศรษฐ ีอายุประมาณ 2 เดอืน เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมที�เตมิเฉพาะไคโต
ซานและถ่านชวีภาพ รวมทั �งชุดทดลองที�เตมิเฉพาะเซลล์อสิระของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม โดยแบ่ง

ชุดการทดลองออกเป็น 5 ชุดการทดลอง (ชุดการทดลองละ 3 ซํ�า) ตามรายละเอยีดดงันี� 
   ชุดการทดลองที� 1 (T1) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + ไคโตซาน 
   ชุดการทดลองที� 2 (T2) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + ถ่านชวีภาพ 
   ชุดการทดลองที� 3 (T3) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + เซลลอ์สิระ 
   ชุดการทดลองที� 4 (T4) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + เซลลต์รงึบนไคโตซาน 

   ชุดการทดลองที� 5 (T5) ปลกูพชืในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม + เซลลต์รงึบนถ่านชวีภาพ 
  เกบ็ตวัอย่างพชืและดนิ เพื�อนํามาตรวจวดัการเตบิโตและแคดเมยีมที�สะสมในแต่ละส่วนของว่าน
เศรษฐ ีและปรมิาณแคดเมยีมในดนิ โดยใช้วธิกีารเช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 2.8) โดยเก็บตวัอย่างว่าน
เศรษฐทีกุ 3 สปัดาห ์เป็นเวลา 9 สปัดาห ์และนําคา่ความเขม้ขน้ของแคดเมยีมในแต่ละส่วนของพชืและดนิ
มาคาํนวณคา่ PEC, BAF และ TF  
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2.14 การศึกษาศึกษากลุ่มประชาคมแบคทีเรียในดินปนเปื� อนแคดเมียมที�ทาํการบาํบดัโดยใช้

ว่านเศรษฐีร่วมกบัเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกลุ 

 นําตวัอยางดนิปนเปื�อนแคดเมยีมจากการศกึษาในขอ้ 2.13) หลงัปลูกว่านเศรษฐเีป็นเวลา 3 
สปัดาห ์ไปศกึษากลุ่มประชาคมแบคทเีรยีในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมและตดิตามแบคทเีรยีตา้นแคดเมยีมที�
เตมิลงไปโดยวิธ ีPolymerase Chain Reaction (PCR)-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 

(DGGE) (Muyzer et al., 1999) โดยการสกดัดเีอน็เอจากตวัอย่างดนิ และนําดเีอ็นเอที�สกดัไดม้าเพิ�ม

ชิ�นส่วนดเีอน็เอบรเิวณยีน 16S rDNA โดยวธิ ีPCR โดยใช้  Universal primers คอื 341F-GC (5′-

CCTACGGGAGGCAGCAG-GC Clamp-3′) และ 520R  (5′- ACCGCGGCTGCTGGC -3′) (Muyzer et 

al., 1993) และนําผลติภณัฑ์จากปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอรเ์รส (PCR product) มาทํา DGGE บนแผ่นพอ
ลอิะครลิะไมดเ์จลความเขม้ขน้ 8 เปอรเ์ซน็ต ์ที�ม ีGradient ความเขม้ขน้ของสารละลาย Denaturant (ฟอร์
มาไมดแ์ละยูเรยี) 30-70 เปอรเ์ซ็นต ์ โดยใช้ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) 
จากนั �นยอ้มพอลอิะครลิะไมดเ์จลดว้ยสารละลายเอธเิดยีมโบรไมด ์0.5 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เป็นเวลา 20 
นาท ีและตรวจดูแถบ DNA ดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตที�ความยาวคลื�นแสง 312 นาโนเมตร  และเลอืกตดั
แถบดเีอน็เอเด่นบนแผ่นเจลมาโคลนเขา้กบัพลาสมดิเวคเตอร ์pGEM-T Easy และนําไปทรานสฟอรม์เขา้

เซลล์ E. coli JM109 เพื�อนําเลี�ยงและเพิ�มปรมิาณ Recombinant plasmid ก่อนนําไปสกดั และนําไป
ตรวจหาลําดบันิวคลโีอไทดข์องชิ�นดเีอน็เอ โดยใชไ้พรเมอร ์M13F (-20) (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-
3’) ซึ�งจําเพาะกบัลําดบันิวคลไีทด์ของพลาสมดิเวกเตอร ์และใชร้ะบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 
DNA Sequencing และเครื�อง ABI® PRISM DNA Sequencers และนําลําดบันิวคลโีอไทดข์องชิ�นดเีอน็เอ 
มาวิเคราะห์และจําแนกชนิดของแบคทเีรยีโดยเปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลที�มใีนฐานขอ้มูล GenBank โดยใช้

โปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  
 
2.15     การวิเคราะหข์้อมลูทางสถิติ 

 นําขอ้มูลการสรา้งสาร IAA ไซเดอโรฟอร ์และ Exopolymers จากแบคทเีรยีแต่ละสายพนัธุ ์
ค่าปรมิาณแคดเมยีมในรปู Water soluble, DTPA-extractable และ Acid-digested forms รวมทั �งปรมิาณ
ของแบคทีเรยีต้านทานแคดเมียมแต่ละสายพนัธุ์ในการรอดชีวิตในดินปนเปื� อนแคดเมียมมาวิเคราะห์
คา่เฉลี�ย (X) และคา่ความเบี�ยงเบนมาตรฐาน (SD) และนําค่าความยาวรากของเมลด็พชืทดสอบในสภาวะ
ที�มีแคดเมียมความเข้มข้นต่างๆ และปรมิาณแคดเมยีมในดนิและพืชทดสอบ ตลอดจนความสูงของต้น 
ความยาวของราก และนํ�าหนักแหง้ของพชืทดสอบจากผลการศึกษาในระดบัเรอืนทดลองมาวิเคราะหค์่า
แปรปรวนของขอ้มลูแบบทางเดยีว (One-way analysis of variance; ANOVA) ที�ระดบัความเชื�อมั �นรอ้ยละ 
95 และเปรยีบเทยีบความแตกต่างโดยใช ้DUNCAN multiple range test (DMRT) ที� p-value < 0.05 
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บทที� 3 

ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
 
 
3.1  การเจริญและปริมาณสารที�สร้างจากแบคทีเรียต้านทานแคดเมียม 

ผลการตรวจวดัการสรา้งกรดอนิโดล-3-อะซติกิ (IAA) สารไซเดอโรฟอร ์และ Exopolymer ที�สรา้ง
จาก Micrococcus sp. MU1, Pseudomonas sp. PM2 และ Arthrobacter sp. TM6 ตามลําดบั ตาม
ระยะเวลาการเจรญิต่างๆ แสดงในรปูที� 3-5 ตามลําดบั โดยพบว่า Micrococcus sp. MU1 สามารถสรา้ง
กรด IAA ไดสู้งสุด 561.43 ± 11.93 มลิลกิรมัต่อลติร ที� 48 ชั �วโมงของการเจรญิ ส่วน Pseudomonas sp. 

PM2 สามารถสรา้งสารไซเดอโรฟอรไ์ดสู้งสุด 71.75 ± 1.11 M of deferoxamine mesylate equivalents  
ที� 48 ชั �วโมงของการเจรญิ และ Arthrobacter sp. TM6 สรา้ง Exopolymer ไดส้งูสุด 19.64 ± 0.19 กรมัต่อ

ลติร ที� 24 ชั �วโมงของการเจรญิ ซึ�งมรีายงานว่าแบคทเีรยีหลายชนิดสามารถสรา้งสารเหล่านี� โดยกรด IAA 
ทําหน้าที�ในการส่งเสรมิการเตบิโตของพชื (Ma et al., 2009) นอกจากนี� ยงัพบว่า แบคทเีรยีตา้นทาน
แคดเมยีมที�สรา้งกรด IAA สามารถช่วยส่งเสรมิการสะสมแคดเมยีมในทานตะวนั (Helianthus annuus) ได้
ด้วย (Prapagdee et al., 2013) ส่วนสารไซเดอโรฟอร ์เป็นสารที�สามารถจบักบัโลหะและเพิ�มการละลาย
ของโลหะออกจากดนิได้  โดยพบว่า Siderophore producing bacteria ช่วยเพิ�มการละลายตะกั �วและ
โครเมยีมในดนิ (Braud et al., 2009)  และ Exopolymer มปีระสทิธภิาพในการจบักบัออิอนของโลหะ โดย
อาศยั Functional groups ที�มปีระจุลบเช่น Hydroxyl, Carboxyl, Phosphate และ Sulphate groups 
(Chang et al., 1995) 

 

 
รปูที� 3 การเจรญิและการสรา้งกรด IAA ของ Micrococcus sp. MU1 
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รปูที� 4 การเจรญิและการสรา้งสารไซเดอโรฟอรข์อง Pseudomonas sp. PM2 

 

 

 
 
รปูที� 5 การเจรญิและการสรา้งสาร Exopolymer ของ Arthrobacter sp. TM6 
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3.2 ผลของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมต่อความยาวของรากพืชทั �งในสภาวะที�มีและไม่มี

แคดเมียม 

 นําเมลด็ถั �วเหลืองมาแช่ในแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมแต่ละสายพนัธุ์และนําไปเพาะเมล็ดบน
กระดาษกรองที�เตมิสารละลายแคดเมยีมที�ความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 0, 25, 50 และ 75 มลิลกิรมัต่อลติร 
พบว่า Micrococcus sp. MU1 ช่วยส่งเสรมิความยาวรากของถั �วเหลอืงไดท้ั �งสภาวะที�มแีละไม่มแีคดเมยีม 

ในขณะที� Pseudomonas sp. PM2 และ Arthrobacter sp. TM6 ไม่มผีลต่อความยาวของรากถั �วเหลอืง 
เมื�อเทยีบกบัชุดควบคมุที�ไม่มกีารแช่เมลด็ถั �วเหลอืงในแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม (รปูที� 6)   
 

 
 

รปูที� 6  ผลของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมต่อความยาวของรากถั �วเหลอืงที�เพาะในสภาวะที�ไม่มแีละมี

แคดเมยีมที�ความเขม้ขน้ต่างๆ    
 

 จากผลความสามารถของ Micrococcus sp. MU1 ที�ช่วยส่งเสรมิความยาวรากของถั �วเหลอืงใน
สภาวะที�มแีละไม่มแีคดเมยีมไดด้ ีเนื�องจาก Micrococcus sp. MU1 เป็นแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมที�
สรา้งกรด IAA ได ้จงึนําเฉพาะ Micrococcus sp. MU1 มาทดสอบการส่งเสรมิความยาวรากของขา้วโพด  
โดยนําเมลด็ขา้วโพดมาแช่ในแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมแต่ละสายพนัธุแ์ละนําไปเพาะเมลด็บนกระดาษ
กรองที�เตมิสารละลายแคดเมยีมที�ความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 0, 50, 100 และ 150 มลิลกิรมัต่อลติร ซึ�ง
แสดงผลการศกึษาในรปูที� 7 โดยพบว่า Micrococcus sp. MU1 สามารถช่วยเพิ�มความยาวรากของ

ขา้วโพดไดท้ั �งในสภาวะที�ไม่มแีคดเมยีมและที�มแีคดเมยีมความเขม้ขน้สงูถงึ 150 มลิลกิรมัต่อลติร แสดงให้
เหน็ว่า ถงึแม้ว่าแคดเมยีมมคีวามเป็นพษิต่อพชื โดยเฉพาะในขา้วโพด (Ahmad et al., 2014)แต่ 
Micrococcus sp. MU1 สามารถช่วยส่งเสรมิความยาวรากพชืไดใ้นสภาวะที�มแีคดเมยีม อย่างไรก็ตามการ
เตบิโตของรากพชืลดลงเมื�อความเขม้ขน้ของแคดเมยีมเพิ�มมากขึ�น (Chen et al., 2003)  
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รปูที� 7  ผลของ Micrococcus sp. MU1 ต่อความยาวของรากขา้วโพดในสภาวะที�ไม่มแีละมแีคดเมยีมที�

ความเขม้ขน้ต่างๆ    
 

3.3 ผลของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมต่อการละลายหรอืค่า Bioavailability ของแคดเมียมใน

ดินในสภาวะที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพโดยการเติมสารอาหาร 

 นําแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุม์าทดสอบการส่งเสรมิการละลายหรอืการเพิ�มค่า 
Bioavailability ของแคดเมยีมในดนิ โดยนําดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�เกบ็จากพื�นที�ปนเปื�อน อําเภอแม่สอด 
จงัหวดัตาก มาตรวจวดัสมบตัทิางกายภาพและเคม ีและตรวจวดัความเขม้ขน้ของแคดเมยีมทั �งหมดในดนิ 
(Total cadmium หรอื Acid-digested form) และความเขม้ขน้ของแคดเมยีมในรปู Bioavailable cadmium 
ที�สกดัดว้ยสาร DTPA (DTPA-extractable form) ดงัแสดงผลในตารางที� 1 โดยจากสมบตัทิางเคมขีองดนิ

ปนเปื�อนนี�พบว่ามปีรมิาณอนิทรยีวตัถุในดนิ (Organic matter) ตํ�า โดยในค่า C/N ratio ในดนิ 12.6 ซึ�งใน
การศกึษานี�จะทําการปรบัค่า C/N ratio ในดนิ โดยการเตมิกลูโคสและแอมโมเนียมซลัเฟตให้มคี่า C/N 
ratio ในดนิเป็น 10:1, 10:2 และ 20:1 หรอื 10, 5 และ 20 ตามลําดบั  
 โดยทั �วไปแคดเมียมที�ปนเปื� อนในดินธรรมชาติเป็นเวลานาน แคดเมียมส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปที�
สิ�งมชีวีติเขา้ถงึไม่ได ้ (Non-bioavailable form) ซึ�งเมื�อนําพชืไปบําบดัแคดเมยีมโดยไปดูดดงึ (Uptake) 
ออกมาจากดนิหรอืกระบวนการ Phytoextraction พชืจะไม่สามารถดูดดงึแคดเมยีมออกจากดนิไดด้ ีดงันั �น 

เพื�อเพิ�มประสทิธภิาพในการกระบวนการบําบดัแคดเมยีมออกจากดนิของพชื ตอ้งมกีารช่วยใหแ้คดเมยีม
ในดนิละลายออกมาหรอือยู่ในรปูที�สิ�งมชีวีติเขา้ถงึได ้(Bioavailable form) ซึ�งการเตมิแบคทเีรยีบางชนิดใน
ดินปนเปื� อนแคดเมียมก็สามารถช่วยเพิ�มการละลายของแคดเมียมในดินได้ สําหรบัผลของแบคทีเรีย
ต้านทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุ์ในการละลายแคดเมียมออกมาจากดนิ แสดงผลในรปูที�เป็น Water-
soluble form, DTPA-extractable form และ Acid-digested form ในตารางที� 2  
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ตารางที� 1 สมบตัทิางกายภาพและเคมขีองดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�เกบ็จากพื�นที�ปนเปื�อนในอําเภอแม่สอด 

จงัหวดัตาก 
 

Property Value 

Particle size distribution 

- Sand (%) 

- Silt (%) 

- Clay (%) 
Soil texture 

pH (1:1 w/v H2O) 
Electrical conductivity (1:5) (dS/m) 
Cation exchange capacity (cmol/kg) 
Organic matter (%) 
Total nitrogen (%) 

Available phosphorous (mg/kg) 
Extractable potassium (mg/kg) 
Extractable magnesium (mg/kg) 
Extractable calcium (mg/kg) 
Total cadmium (Acid-digested form) (mg/kg) 

Bioavailable cadmium (DTPA-extractable form) (mg/kg) 

 
 48 
 28 
 24 
Sandy clay loam 

   7.5 
   0.20 
 14.0 
   2.55 
   0.13 

 24 
171 
334 
6185 
   45.88  

   17.93 

 
 จากผลการศกึษาผลของแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมต่อการเพิ�มการละลายของแคดเมยีมในดนิ 
(ตารางที� 2) พบว่าในสภาวะที�ไม่มกีารเติมสารอาหารเพิ�มลงในดิน (C/N ratio ในดนิเท่ากบั 12.6) 
แบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมช่วยเพิ�มการละลายของแคดเมยีมในดนิ โดยปรมิาณแคดเมยีมในรปู Water-

soluble form และ DTPA-extractable form ในชุดทดลองที�เตมิแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมแต่ละสาย
พนัธุส์งูกว่าชุดควบคมุที�ไม่มกีารเตมิแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม และในสภาวะที�มกีารเตมิสารอาหารใหม้ี
คา่ C/N ratio ในดนิเท่ากบั 10:1, 10:2 และ 20:1 พบว่าการเตมิสารอาหารใหม้คี่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 
20:1 ช่วยส่งเสรมิกจิกรรมของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุใ์นการช่วยเพิ�มการละลายของ
แคดเมยีมในดนิไดม้ากขึ�น เมื�อเปรยีบเทยีบกบัชุดทดลองที�มกีารเตมิแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมแต่ไม่มี

การเตมิสารอาหาร แต่การเตมิสารอาหารให้มคีา่ C/N ratio ในดนิเท่ากบั 10:1 และ 10:2 ไม่มผีลในการ
ส่งเสรมิกจิกรรมของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมในการเพิ�มการละลายแคดเมยีมในดนิ โดยส่วนใหญ่มคีา่
แคดเมยีมในดนิในรูป DTPA-extractable form ตํ�ากว่าดนิที�ไม่มกีารเตมิสารอาหาร นอกจากนี� ยงัพบว่า
แคดเมยีมในดนิในรปู Water-soluble form (0.13 ± 0.02 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) และ DTPA-extractable 
form (37.83 ± 0.75 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) มคี่าสูงที�สุด ในดนิที�มกีารเตมิ Arthrobacter sp. TM6 และการ

เตมิสารอาหารใหม้คี่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 แสดงว่าการกระตุน้ทางชวีภาพโดยเตมิคารบ์อนมผีล
ช่วยส่งเสรมิความสามารถของแบคทเีรยีในการละลายแคดเมยีมในดนิไดด้ขีึ�น      
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ตารางที� 2 ประสทิธภิาพของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมในการเพิ�มการละลายของแคดเมยีมออกจากดนิ

ปนเปื�อนทั �งในสภาวะที�มแีละไม่มกีารเตมิสารอาหาร  
 

Treatment 
Biostimulation 

(C/N ratio) 

Cadmium concentration (mg/kg) 

Water-soluble form  DTPA-extractable form  Acid-digested form   

Without 
bacteria 
(Control) 

w/o 0.03 ± 0.01 22.57 ± 0.68 51.87 ± 1.49 
10:1 0.08 ± 0.03 22.17 ± 0.15 50.60 ± 1.21 
10:2 0.07 ± 0.03 22.97 ± 0.49 49.17 ± 0.76 

20:1 0.09 ± 0.02 22.90 ± 0.32 51.38 ± 1.95 

Micrococcus 
sp. MU1 

w/o 0.06 ± 0.05 27.77 ± 0.64 52.65 ± 0.28 
10:1 0.07 ± 0.02 26.16 ± 1.00 52.52 ± 0.06 
10:2 0.07 ± 0.03 25.70 ± 1.72 56.25 ± 1.11 
20:1 0.06 ± 0.02 28.83 ± 0.75 52.80 ± 1.79 

Pseudomonas 
sp. PM2 

w/o 0.05 ± 0.02 27.83 ± 1.23 52.97 ± 0.18 
10:1 0.07 ± 0.01 25.53 ± 0.93 54.38 ± 0.53 
10:2 0.06 ± 0.02 26.17 ± 0.90 54.72 ± 0.99 
20:1 0.09 ± 0.01 28.10 ± 0.87 48.65 ± 0.78 

Arthrobacter 
sp. TM6 

w/o 0.10 ± 0.01 28.83 ± 0.95 52.45 ± 1.47 
10:1 0.08 ± 0.02 26.10 ± 1.17 53.07 ± 1.77 
10:2 0.07 ± 0.01 25.23 ± 1.57 53.83 ± 1.17 
20:1 0.13 ± 0.02 37.83 ± 0.75 49.23 ± 1.54 

 

3.4 การรอดชีวิตของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในดินปนเปื� อนแคดเมียมทั �งในสภาวะที�มีการ

กระตุ้นทางชีวภาพโดยการเติมสารอาหาร 

ผลการรอดชวีติของแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมในดนิปนเปื�อนทั �งในสภาวะที�มกีารเตมิและไม่มี
การเตมิสารอาหารเป็นเวลา 20 วนั โดยทําการตรวจนับจํานวนเซลลท์ี�มชีวีติในวนัที� 1, 3, 5, 10, 15 และ 
20 วนั ตามลําดบั ไดผ้ลการรอดชวีติของ Micrococcus sp. MU1, Pseudomonas sp. PM2 และ 
Arthrobacter sp. TM6 ในดนิที�ไม่มกีารเตมิสารอาหาร (T1) และดนิที�มกีารเตมิสารอาหารใหม้คี่า C/N 

ratio ในดนิเท่ากบั 10:1 (T2), 10:2 (T3) และ 20:1 (T4) ดงัแสดงในรปูที� 8, 9 และ 10 ผลการศกึษาพบว่า
แบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุ ์มจีํานวนเพิ�มมากขึ�นอย่างรวดเรว็ในช่วงแรกจนถงึวนัที� 5 
หลงัการเพาะเลี�ยงในดนิปนเปื�อน จากนั �นจํานวนเซลลท์ี�มชีวีติเริ�มคงที�และลดจํานวนลง โดย Micrococcus 
sp. MU1 มกีารลดจํานวนลงอย่างรวดเรว็หลงัจากวนัที� 10 ส่วน Pseudomonas sp. PM2 และ 
Arthrobacter sp. TM6 ค่อยๆ ลดจํานวนลง โดยจํานวนเซลลข์อง Arthrobacter sp. TM6 ค่อนขา้งคงที�
จนถงึวนัที� 15 และพบว่าจาํนวนแบคทเีรยีในดนิที�เตมิสารอาหารใหม้คีา่ C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 มคี่า

สงูกว่าดนิที�ไม่เตมิสารอาหารและดนิที�เตมิสารอาหารใหม้คี่า C/N ratio เท่ากบั 10:1 และ 10:2 โดยจะเหน็
ไดว้่าการเตมิคารบ์อนเพิ�มขึ�นช่วยส่งเสรมิการเจรญิของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมในดนิปนเปื�อน 
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รปูที� 8  การรอดชวีติของ Micrococcus sp. MU1 ในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิและไม่มกีารเตมิ

สารอาหาร 
 

 
รปูที� 9  การรอดชวีติของ Pseudomonas sp. PM2 ในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิและไมม่กีารเตมิ

สารอาหาร 
 

 
รปูที� 10 การรอดชวีติของ Arthrobacter sp. TM6 ในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิและไมม่กีารเตมิ

สารอาหาร 
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3.5 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการเติบโตของข้าวโพดในดิน

ปนเปื� อนและไม่ปนเปื� อนแคดเมียมและการสะสมแคดเมียมของข้าวโพด 

จากประสทิธภิาพของ Micrococcus sp. MU1 ในการส่งเสรมิความยาวของรากขา้วโพด จงึมกีาร
นํา Micrococcus sp. MU1 มาทดสอบประสทิธภิาพในการส่งเสรมิการเตบิโตและการสะสมแคดเมยีมใน
ขา้วโพด โดยปลูกต้นกล้าขา้วโพดในดนิที�ไม่ปนเปื�อนแคดเมียมและดนิที�ปนเปื�อนแคดเมยีมในระดบัสูง 

โดยการเตมิสารละลายแคดเมยีมลงในดนิ สําหรบัสมบตัทิางกายภาพและเคมขีองดนิที�นํามาใช้แสดงใน
ตารางที� 3 
 
ตารางที� 3 สมบตัทิางกายภาพและเคมขีองดนิที�นํามาใชท้ดสอบ 

 

Property Value 

Particle size distribution 

- Sand (%) 

- Silt (%) 

- Clay (%) 
Soil texture 

pH (1:1 w/v H2O) 
Electrical conductivity (1:5) (dS/m) 
Cation exchange capacity (cmol/kg) 
Organic matter (%) 
Total nitrogen (%) 

Available phosphorous (mg/kg) 
Extractable potassium (mg/kg) 
Total cadmium (mg/kg) 
Bioavailable cadmium (mg/kg) 

 
30.0 
23.3 
46.7 
Clay 

  7.55 ± 0.03 
  0.18 ± 0.07 
10.89 ± 0.44 
  4.43 ± 0.61 
  0.23 ± 0.02 

13.49 ± 1.05 
43.47 ± 0.91 
90.35 ± 3.32 
21.16 ± 0.20 

 

 เมื�อทาํการปลกูตน้กลา้ขา้วโพดอายุ 4 สปัดาห ์ที�มคีวามสูงเริ�มตน้ประมาณ 50 เซนตเิมตร ในดนิ
และมกีารเตมิ Micrococcus sp. MU1 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคมุที�ไมม่กีารเตมิแบคทเีรยี และเก็บตวัอย่าง
พชืมาวดัการเตบิโตหลงัจากการปลกูเป็นเวลา 2, 4, 6 และ 12 สปัดาห ์ซึ�งไดผ้ลความยาวราก ความสูงตน้
และนํ�าหนักแหง้ของขา้วโพดในตารางที� 4 โดยพบว่า Micrococcus sp. MU1 สามารถส่งเสรมิการเตบิโต
ของขา้วโพดที�ปลูกในดนิไม่ปนเปื�อนและดนิปนเปื�อนแคดเมยีมในทกุระยะเวลาการเกบ็เกี�ยว แต่ขา้วโพดที�

ปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมมคีวามยาวราก ความสูงตน้และนํ�าหนักแหง้ตํ�ากว่าขา้วโพดที�ปลูกในดนิไม่
ปนเปื�อนแคดเมยีม แต่ไม่แสดงอาการพษิของแคดเมยีม (Cadmium toxicity) ที�เด่นชดั เช่น ใบเหลอืง ตน้
แคระแกรน็ การศกึษาของ Anjum และคณะ (2014) พบว่านํ�าหนักแหง้ของ Brassica campestris และ 
Vigna radiate ลดลงเมื�อปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 50 มลิลกิรมัตอ่กโิลกรมั 
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ตารางที� 4 ผลของ Micrococcus sp. MU1 ต่อการเตบิโตของตน้ขา้วโพดที�ปลกูในดนิที�ไม่ปนเปื�อนและ

ปนเปื�อนแคดเมยีม 
  

Parameter 
Uncontaminated soil Cadmium-contaminated soil 

Uninoculated control MU1 Uninoculated control MU1 

Root length (cm) 
- 2 weeks  18.1 ± 1.6  23.2 ± 2.0   14.8 ± 0.2  17.4 ± 0.7 

- 4 weeks  22.0 ± 1.0  28.7 ± 0.8   18.7 ± 1.5  20.3 ± 1.5 
- 6 weeks  32.7 ± 0.6  38.2 ± 1.1   23.7 ± 1.5  28.7 ± 0.8 
- 12 weeks  37.0 ± 0.8  47.6 ± 0.7   25.5 ± 1.4  32.0 ± 1.7 

Shoot length (cm) 
- 2 weeks   59.7 ± 1.6  67.1 ± 2.3    51.2 ± 1.6   54.9 ± 0.2 

- 4 weeks   78.7 ± 2.5  89.1 ± 3.1   63.7 ± 2.5   72.7 ± 2.5 
- 6 weeks 133.7 ± 1.5 151.4 ± 2.7   86.3 ± 2.1 100.3 ± 1.5 
- 12 weeks 221.0 ± 4.4 240.8 ± 2.6 195.5 ± 1.7 211.0 ± 4.2 

Dry biomass of whole plant (g/plant) 

- 2 weeks    0.49 ± 0.01     0.67 ± 0.01     0.35 ± 0.01    0.51 ± 0.04 
- 4 weeks    4.74 ± 0.13     6.21 ± 0.34     0.52 ± 0.09    1.00 ± 0.04 
- 6 weeks   28.72 ± 3.07    35.14 ± 3.20      5.62 ± 2.21   10.16 ± 1.07 
- 12 weeks 204.01 ± 14.14 252.50 ± 13.80 137.97 ± 11.27 170.62 ± 9.11 

 
 เมื�อทําการตรวจวดัปรมิาณแคดเมียมที�สะสมในส่วนรากและส่วนยอดของขา้วโพดที�ปลูกในดิน
ปนเปื�อนแคดเมยีมที�ระยะเวลาต่างๆ ไดผ้ลการศกึษาดงัแสดงในรปูที� 11 โดยพบว่าในช่วงแรกของการ
ปลูก (2 สปัดาห)์ ขา้วโพดมกีารสะสมแคดเมยีมในส่วนยอด (ใบ) มากกว่าส่วนราก และในระยะเวลาการ
ปลกูตั �งแต่ 4 สปัดาหถ์งึ 12 สปัดาห ์ปรมิาณแคดเมยีมสะสมในส่วนรากมากกว่าในส่วนยอดแตกต่างกนั
มาก นอกจากนี� ยงัพบว่าการเตมิ Micrococcus sp. MU1 ในการปลูกพชืช่วยส่งเสรมิใหข้า้วโพดสะสม

แคดเมียมได้มากขึ�นทั �งในส่วนรากและส่วนยอด โดยข้าวโพดที�ระยะการปลูกที� 6 สปัดาห์มปีรมิาณ
แคดเมยีมสะสมสูงที�สุด 
 เมื�อนําค่าความเขม้ขน้ของแคดเมยีมในดนิทั �ง 2 รปู และปรมิาณแคดเมยีมในส่วนรากและส่วน
ยอดของขา้วโพดมาคาํนวณค่า Phytoextraction coefficient (PEC) ค่า Bioaccumulation factor (BAF) 
และค่า Translocation factor (TF) ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที� 5 พบว่าชุดทดลองที�มกีารเตมิ Micrococcus 

sp. MU1 ทาํใหข้า้วโพดมคี่า PEC, BAF และ TF สูงกว่าชุดควบคุมที�ไม่มกีารเตมิแบคทเีรยี ขา้วโพดมคี่า 
PEC ประมาณ 1.0 และค่า BAF มากกว่า 1.0 ในช่วงการเกบ็เกี�ยวในสปัดาหท์ี� 12 และตั �งแต่สปัดาหท์ี� 6 
ตามลําดบั ซึ�งค่า PEC และค่า BAF มแีนวโน้มเพิ�มขึ�นตามระยะเวลาการเตบิโตของขา้วโพด ซึ�งพชืที�มคี่า 
PEC และ BAF มากกว่า 1.0 จดัเป็นพชืที�มศีกัยภาพสําหรบั Phytoextraction (Sun et al., 2009; 
Khaokaew and Landrot, 2015) ในทางตรงกนัขา้มค่า TF ของขา้วโพดลดลงตามระยะเวลาการเจรญิ ซึ�ง
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ส่งผลดตี่อการลดปรมิาณการสะสมแคดเมยีมในเมลด็ขา้วโพด และค่า TF ของขา้วโพดในระยะเวลาการ
เกบ็เกี�ยวในสปัดาหท์ี� 2 มคี่ามากกว่า 1.0 เนื�องจากการที� Micrococcus sp. MU1 ไปช่วยเพิ�มการละลาย
ของแคดเมยีมในดนิ ซึ�งการเปลี�ยนแปลงเพิ�มคา่ Bioavailable ของโลหะหนกัในดนิช่วยเพิ�มการเคลื�อนยา้ย
ของโลหะหนักจากรากสู่ยอดของพชืได ้(Chiu et al., 2005) และพชืที�มคี่า TF มากกว่า  1.0 จดัเป็นพชืที�

เหมาะสําหรบักระบวกนการ Phytoextraction (Yoon et al., 2006; Ali et al., 2013) แต่อย่างไรกต็ามค่า 
TF ของขา้วโพดในช่วงการเกบ็เกี�ยวในสปัดาหท์ี� 6 และ 12 มคี่าลดลงตํ�ามาก ดงันั �น ขา้วโพด จงึจดัเป็น
พชืที�เหมาะสําหรบัการนํามาใช้เป็นพชืบําบดัแคดเมยีมโดยอาศยักระบวนการ Phytoextraction ได้ดใีน
ช่วงแรก แต่ช่วงหลงักระบวนการบําบดัแคดเมียมของข้าวโพดอาศยักระบวนการ Phytostabilization 
นอกจากนี� ยงัตอ้งคาํนึงถงึการนําฝักและเมลด็ขา้วโพดไปใชป้ระโยชน์ เพราะมแีคดเมยีมบางส่วนสะสมใน
ฝักและเมลด็ของขา้วโพด 
 

 
 
รปูที� 11  ความเขม้ขน้ของแคดเมยีมที�สะสมในส่วนรากและยอดของขา้วโพดที�เกบ็เกี�ยวในช่วงระยะเวลา

ต่างๆ หลงัจากปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 
 

สําหรบัประสทิธภิาพของขา้วโพดในการกําจดัแคดเมยีมออกจากดนิแสดงในรปูที� 12 โดยพบว่า
ชุดทดลองที�มกีารเตมิ Micrococcus sp. MU1 มรีอ้ยละการบําบดัแคดเมยีมออกจากดนิได้มากกว่าชุด
ควบคมุที�ไม่มกีารเตมิแบคทเีรยี ซึ�งสอดคลอ้งกบัค่าปรมิาณแคดเมยีมที�สะสมในขา้วโพด เพราะขา้วโพดมี
นํ�าหนักชีวมวลมากขึ�น จงึสะสมแคดเมียมได้มากขึ�น ซึ�งมีงานวจิยัหลายเรื�องรายงานว่ากลุ่มแบคทเีรยี
ต้านทานโลหะหนักที�ส่งเสรมิการเตบิโตของพชื (Heavy metal-resistant PGPB) สามารถส่งเสรมิการ
เตบิโตของพชืได้หลายชนิด ได้แก่ Brassica napus, Lolium multiflorum, Sedum alfredii,  edicago 

sativa เป็นตน้ (Chen et al., 2013; Guo et al., 2014; Liu et al., 2015)  
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ตารางที� 5  คา่ PEC, BAF และ TF ของขา้วโพดที�ปลูกในดนิปนเปื�อนที�มกีารเตมิและไม่เตมิ 

Micrococcus sp. MU1 
 

Parameter Uninoculated control Micrococcus sp. MU1 

Phytoextraction coefficient (PEC) 
- 2 weeks 0.05 ± 0.01 0.10 ± 0.01 
- 4 weeks 0.09 ± 0.02 0.20 ± 0.02 
- 6 weeks 0.36 ± 0.04 0.63 ± 0.05 
- 12 weeks 0.77 ± 0.05 0.99 ± 0.08 

Bioaccumulation factor (BAF) 
- 2 weeks 0.30 ± 0.04  0.48 ± 0.04 

- 4 weeks 0.46 ± 0.07 0.97 ± 0.10 
- 6 weeks 1.25 ± 0.21 1.84 ± 0.34 

- 12 weeks 2.25 ± 0.14 2.49 ± 0.28 

Translocation factor (TF) 
- 2 weeks 1.40 ± 0.09  1.70 ± 0.08 
- 4 weeks 0.71 ± 0.04 0.91 ± 0.07 

- 6 weeks 0.23 ± 0.05  0.41 ± 0.03 
- 12 weeks 0.07 ± 0.01 0.12 ± 0.03 

 

 
 

รปูที� 12  การกาํจดัแคดเมยีมออกจากดนิปนเปื�อนของขา้วโพดที�มกีารเตมิ Micrococcus sp. MU1 

            เปรยีบเทยีมกบัชุดควบคมุที�ไม่มกีารเตมิแบคทเีรยีในช่วงระยะเวลาต่างๆ  
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3.6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการบาํบดัแคดเมียมในดินของ

ว่านเศรษฐีและถั �วเหลืองในสภาวะที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพโดยการเติมสารอาหาร 

 เกบ็ตวัอย่างดนิจากพื�นที�ปนเปื�อนแคดเมยีม อําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก และนํามาเตรยีมตวัอย่าง
เพื�อนําไปวเิคราะหส์มบตัทิางกายภาพและเคม ีไดผ้ลดงัแสดงในตารางที� 6 และนําตวัอย่างดนิมากระตุ้น
ทางชวีภาพโดยปรบัสารอาหารใหม้อีตัราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ในดนิเท่ากบั 20:1 ก่อน

นําดินปนเปื�อนมาใช้ในการปลูกพชืคอื ว่านเศรษฐ ี(เป็นตวัแทนของพชื Hyperaccumulator จากการ
ทบทวนวรรณกรรม) และถั �วเหลอืง (เป็นตวัแทนของพชืไรท่ี�ปลูกในพื�นที�ปนเปื�อน)  
 

ตารางที� 6 สมบตัทิางกายภาพและเคมขีองดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�เกบ็จากพื�นที�ปนเปื�อนในอําเภอแม่สอด 

จงัหวดัตาก 
 

Property Value 

Particle size distribution 

- Sand (%) 

- Silt (%) 

- Clay (%) 

Soil texture 
pH (1:1 w/v H2O) 
Electrical conductivity (1:5) (dS/m) 
Cation exchange capacity (cmol/kg) 
Organic matter (%) 

Total nitrogen (%) 
Available phosphorous (mg/kg) 
Extractable potassium (mg/kg) 
Extractable calcium (mg/kg) 
Extractable magnesium (mg/kg) 

Total cadmium (mg/kg) 
Bioavailable cadmium (mg/kg) 

 
57 
24 
19 

Sandy loam 
  7.5 
  0.2 
  9.8 
  1.52 

  0.07 
 31 
 88 

3893 
  238 

 50.35 
   9.18 

 
3.6.1) ประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการบาํบดั

แคดเมียมในดินโดยใช้ว่านเศรษฐี 

ผลการบําบดัดนิปนเปื�อนแคดเมยีมโดยว่านเศรษฐ ี (อายุ 6 เดอืน) ในดนิที�ไม่มกีาร
กระตุน้ทางชวีภาพและไม่มกีารเตมิแบคทเีรยี (T1) และดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพโดยการปรบัค่า C/N 

ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 และมกีารเตมิแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม คอื Micrococcus sp. MU1 (T3), 
Pseudomonas sp. PM2 (T4) และ Arthrobacter sp. TM6 (T5) เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมที�ไม่มกีารเตมิ
แบคทเีรยี (T2) ผลการศกึษาการเตบิโตของว่านเศรษฐอีายุ 6 เดอืนที�ปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมแสดง
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ในตารางที� 7 พบว่าว่านเศรษฐีอายุ 6 เดอืน แสดงอาการจากความเป็นพษิของแคดเมยีมเลก็น้อย เช่น
ใบเหลอืง และว่านเศรษฐมีคีวามยาวราก ความยาวยอด (ใบ) และนํ�าหนกัแหง้ของชวีมวลของว่านเศรษฐี
ทั �งต้นสูงสุดในดนิที�มกีารกระตุ้นทางชวีภาพและเติม Micrococcus sp. MU1 ในทุกระยะของการเก็บ
ตวัอย่าง และการเตบิโตของว่านเศรษฐทีี�ปลูกในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Pseudomonas sp. 

PM2 เพิ�มเลก็น้อย เมื�อเปรยีบเทยีบกบัชุดควบคมุที�ไม่มกีารเตมิแบคทเีรยี แต่ไม่พบการส่งเสรมิการเตบิโต
ของว่านเศรษฐใีนดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 เนื�องจาก Micrococcus 
sp. MU1 เป็นแบคทเีรยีที�สรา้งกรดอนิโดล-3-อะซติกิ ซึ�งจดัอยู่ในกลุ่มของแบคทเีรยีที�ส่งเสรมิการเตบิโต
ของพืช โดยมีงานวิจ ัยหลายชิ�นที�รายงานการใช้แบคทีเรียในกลุ่มส่งเสริมการเติบโตของพืช หรือ 
PGPB(R) ในการช่วยเพิ�มการเตบิโตของพชืที�นํามาใชบ้ําบดัโลหะหนกั (Ma et al., 2009; Guo and Chi, 
2014; Liu et al., 2015) อย่างไรกต็าม จะเหน็ไดว้่าความยาวรากของว่านเศรษฐใีนแต่ระยะเวลาการเกบ็
เกี�ยวไม่แตกต่างกนัมาก เพราะลกัษณะรากของว่านเศรษฐเีป็นหวัขนาดเลก็ (Tuberous rhizomes) ความ
แตกต่างในการเตบิโตของว่านเศรษฐจีะเหน็ไดช้ดัเจนจากคา่นํ�าหนกัแหง้ของชวีมวลของว่านเศรษฐ ี

 
ตารางที� 7 ผลของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมต่อการเตบิโตของว่านเศรษฐทีี�ปลูกในดนิปนเปื�อน

แคดเมยีม 
 

Treatment Root length (cm) Shoot length (cm) Total dry weight (g) 

3 weeks    

T1:  Uninoculated control 9.0 ± 0.1 22.7 ± 0.5 7.46 ± 0.30 

T2:  C/N + Uninoculated control 9.0 ± 0.1 23.5 ± 0.5 7.81 ± 0.41 
T3:  C/N + MU1 9.6 ± 0.1 26.7 ± 0.1 9.21 ± 0.71 
T4:  C/N + PM2 9.2 ± 0.1 25.0 ± 0.9 8.48 ± 0.80 
T5:  C/N + TM6 9.0 ± 0.2 23.0 ± 0.3 7.64 ± 0.53 

6 weeks    

T1:  Uninoculated control 9.5 ± 0.4 23.0 ± 0.6 11.13 ± 0.42 

T2:  C/N + Uninoculated control 9.7 ± 0.6 23.7 ± 0.8 11.56 ± 0.70 
T3:  C/N + MU1 10.7 ± 0.6 27.3 ± 0.6 13.11 ± 0.81 
T4:  C/N + PM2 10.3 ± 0.7 25.7 ± 0.8 12.40 ± 0.80 
T5:  C/N + TM6 10.0 ± 0.6 24.0 ± 0.2 11.83 ± 0.85 

9 weeks    

T1:  Uninoculated control 10.0 ± 0.4 26.0 ± 0.1 11.02 ± 0.55 
T2:  C/N + Uninoculated control 10.5 ± 0.6 26.7 ± 0.1 11.71± 0.81 
T3:  C/N + MU1 11.3 ± 0.3 29.0 ± 0.6 13.27 ± 0.84 
T4:  C/N + PM2 10.8 ± 0.5 28.0 ± 0.9 12.55 ± 1.01 
T5:  C/N + TM6 10.5 ± 0.9 26.0 ± 0.3 11.83 ± 0.92 
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ส่วนผลการสะสมแคดเมยีมในว่านเศรษฐีแสดงในตารางที� 8 พบว่าว่านเศรษฐีอายุ 6 
เดอืนที�ปลกูในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 มกีารสะสมแคดเมยีมไดสู้งสุด 
โดยเฉพาะในสปัดาหท์ี� 9 หลงัการปลูกว่านเศรษฐใีนดนิปนเปื�อนแคดเมยีม พบว่าว่านเศรษฐสีามารถสะสม
แคดเมยีมในส่วนรากและส่วนยอด (ใบ) ไดสู้งถงึ 6.37 ± 0.48 และ 4.90 ± 0.83 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั

นํ�าหนักแหง้ของพชื ตามลําดบั แคดเมยีมสะสมในว่านเศรษฐรีองลงมาคอื ว่านเศรษฐทีี�ปลูกในดนิที�มกีาร
กระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Micrococcus sp. MU1 เนื�องจากว่านเศรษฐมีชีวีมวลสูงจงึทาํใหม้แีคดเมยีม
สะสมในว่านเศรษฐีสูงด้วย และพบว่าว่านเศรษฐีมีการสะสมแคดเมียมในรากสูงกว่าในส่วนยอดในทุก
ระยะเวลาของการเกบ็ตวัอย่าง อย่างไรกต็าม ถงึแมว้่าพชืบางชนิดที�มคีวามสามารถในการสะสมโลหะหนกั
ได้ตํ�า แต่เป็นพืชที�เตบิโตได้เรว็และมีชีวมวลมาก ก็มีความเหมาะสําหรบัการนําไปใช้เป็นพชืบําบดัได ้
เพราะการเตบิโตเรว็ทําให้พชืมชีวีมวลมาก สามารถช่วยชดเชยความสามารถในการสะสมโลหะหนักได ้
(Phaenark et al., 2009) 

 
ตารางที� 8  ความเขม้ขน้ของแคดเมยีมที�สะสมในว่านเศรษฐหีลงัปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 

 

Treatment 
Cadmium concentration (mg/kg DW) Cd conc. in 1 plant 

(µg/plant) Root Shoot 

3 weeks    

T1:  Uninoculated control 1.72 ± 0.20 1.05 ± 0.08 9.24 ± 0.94 
T2:  C/N + Uninoculated control 2.20 ± 0.20 1.50 ± 0.10 13.32 ± 1.22 

T3:  C/N + MU1 2.73 ± 0.30 2.47 ± 0.14 23.41 ± 2.30 
T4:  C/N + PM2 2.60 ± 0.26 2.20 ± 0.12 19.49 ± 1.87 
T5:  C/N + TM6 3.03 ± 0.48 3.01 ± 0.17 24.05 ± 1.56 

6 weeks    

T1:  Uninoculated control 2.60 ± 0.22 1.37 ± 0.12 22.08 ± 2.50 

T2:  C/N + Uninoculated control 2.77 ± 0.22 1.57 ± 0.20 24.99 ± 1.78 
T3:  C/N + MU1 3.33 ± 0.30 2.10 ± 0.18 35.42 ± 3.21 
T4:  C/N + PM2 3.17 ± 0.54 2.00 ± 0.21 32.02 ± 1.65 
T5:  C/N + TM6 3.63 ± 0.37 2.60 ± 0.40 36.56 ± 1.90 

9 weeks    

T1:  Uninoculated control 4.65 ± 0.50 2.80 ± 0.33 41.90 ± 4.80 
T2:  C/N + Uninoculated control 4.97 ± 0.32 3.07 ± 0.52 49.27 ± 8.67 
T3:  C/N + MU1 5.80 ± 0.72 4.13 ± 0.48  68.41 ± 11.01 
T4:  C/N + PM2 5.68 ± 0.21 4.07 ± 0.70 63.45 ± 4.51 
T5:  C/N + TM6 6.37 ± 0.48 4.90 ± 0.83 69.06 ± 6.77 
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เมื� อ นํ าค่ าแคด เมียม ในส่ วนต่ า งๆ  ของว่ าน เศรษฐีแล ะในดินมาคํานวณค่ า 
Phytoextraction coefficient (PEC) Bioaccumulation factor (BAF) และ Translocation factor (TF) 
(ตารางที� 9) พบว่าว่านเศรษฐมีคี่า PEC และ BAF ตํ�ามาก แต่ค่า PEC และ BAF มคี่ามากขึ�นเมื�อว่าน
เศรษฐีมีอายุมากขึ�น  ดังนั �น ว่านเศรษฐีสายพันธุ์ที�ปลูกในประเทศไทยจึงไม่จัด เป็น Cadmium 

hyperaccumulator ซึ�งใหผ้ลแตกต่างจากงานวจิยัของ Wang และคณะ (2012) ที�รายงานว่าว่านเศรษฐี
เป็น Cadmium hyperaccumulator อย่างไรกต็าม ว่านเศรษฐทีี�ปลูกในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและ
เตมิ Arthrobacter sp. TM6 มคี่า TF มากกว่า 1.0 แสดงว่าว่านเศรษฐสีามารถเคลื�อนยา้ยแคดเมยีมที�
สะสมในรากไปสู่ยอดไดด้ ีและค่า TF ในเกอืบทุกชุดการทดลองและทุกช่วงระยะเวลาเกบ็ตวัอย่างมคี่า
มากกว่า 0.5 ยกเวน้ ตวัอย่างว่านเศรษฐใีนช่วงการเกบ็เกี�ยวสปัดาหท์ี� 9 ของชุดควบคุม (T1) ดงันั �น ว่าน
เศรษฐจีงึเป็นพชืที�เหมาะสําหรบัการนําไปใชเ้ป็นพชืบําบดัโดยอาศยักระบวนการ Phytoextraction รวมทั �ง
ว่านเศรษฐีเป็นไม้ประดบัที�มีคุณค่าทางเศรษฐกิจและไม่มีส่วนของผลผลิตที�จะเข้าสู่ห่วงโซ่อาหาร จึง
ปลอดภยัในการนําไปใชเ้ป็นพชืบาํบดัโลหะหนกัที�ปนเปื�อนในดนิ 
 
ตารางที� 9  คา่ PEC, BAF และ TF ของว่านเศรษฐทีี�ปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 

 

Treatment PEC BAF TF 

3 weeks    

T1:  Uninoculated control 0.03 0.09 0.63 
T2:  C/N + Uninoculated control 0.04 0.11 0.72 

T3:  C/N + MU1 0.06 0.15 0.91 
T4:  C/N + PM2 0.05 0.13 0.89 
T5:  C/N + TM6 0.07 0.18 1.01 

6 weeks    

T1:  Uninoculated control 0.05 0.12 0.53 
T2:  C/N + Uninoculated control 0.05 0.14 0.57 

T3:  C/N + MU1 0.07 0.20 0.64 
T4:  C/N + PM2 0.06 0.18 0.63 
T5:  C/N + TM6 0.08 0.22 0.73 

9 weeks    

T1:  Uninoculated control 0.09 0.26 0.45 

T2:  C/N + Uninoculated control 0.10 0.33 0.63 
T3:  C/N + MU1 0.13 0.61 0.71 
T4:  C/N + PM2 0.13 0.60 0.73 
T5:  C/N + TM6 0.16 0.68 0.76 
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3.6.2) ประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการบาํบดั

แคดเมียมในดินโดยใช้ถั �วเหลือง 

ผลการบาํบดัดนิปนเปื�อนแคดเมยีมโดยใชถ้ั �วเหลอืง (Glycine max L.) ที�ไดจ้ากการเพาะ
เมลด็อายุ 2 สปัดาห์ ซึ�งถั �วเหลอืงสายพนัธุ์ที�นําทดสอบนี�เป็นสายพนัธุท์ี�นิยมปลูกกนัในพื�นที�ปนเปื�อน
แคดเมยีมในอําเภอแม่สอด จงัหวดัตาก รว่มกบัการใชแ้บคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม 3 สายพนัธุ ์และการ

กระตุน้ทางชวีภาพโดยการปรบัค่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 โดยเกบ็ถั �วเหลอืงหลงัการปลูกในดนิ
ปนเปื�อนแคดเมยีม 1 เดอืน (ระยะเริ�มออกดอก) 2 เดอืน (ระยะเริ�มออกฝัก) และ 3 เดอืน (ระยะออกเมลด็
สมบูรณ์) ตามลําดบั ผลการศกึษา พบว่าถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม (50.35 มลิลกิรมัต่อ
กิโลกรมั) ไม่แสดงอาการจากความเป็นพษิของแคดเมยีม ซึ�งมรีายงานว่าแคดเมยีมที�ความเขม้ขน้ 100 
มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัถงึจะส่งผลลดความสูงตน้และนํ�าหนักแหง้ของถั �วเหลอืง (Shute and Macfie, 2006) 
ซึ�งแสดงผลการเตบิโตและการสะสมแคดเมยีมในถั �วเหลอืงที�ระยะเวลาการเตบิโตช่วงต่างๆ ในตารางที� 10 
และ 11 ตามลําดบั 
 
ตารางที� 10 ผลของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมต่อการเตบิโตของถั �วเหลอืงที�ปลกูในดนิปนเปื�อน

แคดเมยีม 
 

Treatment Root length (cm) Stem height (cm) Total dry weight (g) 

1 month    

T1:  Uninoculated control 8.09 ± 0.90  69.67 ± 2.03 0.55 ± 0.03 
T2:  C/N + Uninoculated control 8.95 ± 0.57  66.00 ± 4.90 0.61 ± 0.01 

T3:  C/N + MU1 16.73 ± 1.53 75.50 ± 0.71 1.18 ± 0.08 

T4:  C/N + PM2 11.75 ± 0.35 71.00 ± 1.41 1.07 ± 0.02 

T5:  C/N + TM6 9.50 ± 0.71 70.00 ± 2.83 0.70 ± 0.05 

2 months    

T1:  Uninoculated control 11.00 ± 1.60 87.67 ± 2.81  0.67 ± 0.03 
T2:  C/N + Uninoculated control 11.25 ± 0.35  90.50 ± 2.12 0.66 ± 0.01 

T3:  C/N + MU1 17.50 ± 0.71 106.00 ± 5.53 1.41 ± 0.11 

T4:  C/N + PM2 16.10 ± 1.02 108.10 ± 2.17 1.15 ± 0.05 

T5:  C/N + TM6 15.00 ± 1.41 92.50 ± 3.54 0.71 ± 0.09 

3 months    

T1:  Uninoculated control 12.50 ± 1.32 69.67 ± 4.04  0.72 ± 0.08   
T2:  C/N + Uninoculated control 12.33 ± 1.53 72.33 ± 2.52 0.86 ± 0.06 

T3:  C/N + MU1 25.83 ± 1.76 111.50 ± 9.19 1.37 ± 0.08 

T4:  C/N + PM2 18.33 ± 1.53 98.67 ± 23.16 1.27 ± 0.04 

T5:  C/N + TM6 16.67 ± 1.14 94.00 ± 2.65 0.88 ± 0.08 
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จากผลการเตบิโตของถั �วเหลอืงในตารางที� 10 พบว่าถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิปนเปื�อนที�มี
การกระตุ้นทางชวีภาพและเตมิ Micrococcus sp. MU1 มกีารเตบิโตสูงสดุทุกระยะการเก็บตวัอย่างใน
เดอืนที� 1, 2 และ 3 ตามลําดบั รองลงมาคอื ถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ 
Pseudomonas sp. PM2 อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาพบว่าถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิที�มกีารกระตุ้นทาง

ชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 มกีารเตบิโตสูงกว่าชุดควบคุมที�ไม่มกีารเตมิแบคทเีรยี ถงึแมว้่า 
Arthrobacter sp. TM6 สรา้งกรดอินโดล-3-อะซติกิและสารไซเดอรโ์รฟอรใ์นปรมิาณที�ตํ�ามาก แต่อาจ
เป็นไปไดว้่าสาร Exopolymer ที�สรา้งจาก Arthrobacter sp. TM6 ช่วยในการละลายธาตุอาหารอื�นๆ ในดนิ
ใหถ้ั �วเหลอืงนําธาตุอาหารเหล่านี�ไปใชไ้ดง้่ายขึ�น และการปรบัค่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 เป็นส่วน
ช่วยกระตุน้การเจรญิของแบคทเีรยีในดนิ และมรีายงานการวจิยัหลายเรื�องเกี�ยวกบัการเตมิแบคทเีรยีกลุ่ม 
PGPR(B) สามารถช่วยเร่งการเตบิโตของพชืที�ปลูกในดนิปนเปื�อนโลหะหนัก (Ma et al., 2009; Guo and 
Chi, 2014; Liu et al., 2015) 

 

ตารางที� 11  ความเขม้ขน้ของแคดเมยีมที�สะสมในถั �วเหลอืงหลงัปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 

Treatment 
Cadmium concentration (mg/kg DW) Cd conc. in  

1 plant (µg/plant) Root Stem Leaf 
1 month     

T1:  Uninoculated control 79.90 ± 1.14 8.15 ± 0.07 7.05 ± 0.07 6.41 ± 1.29 
T2:  C/N + Uninoculated control 82.49 ± 1.01 9.50 ± 0.71 9.00 ± 0.12 7.82 ± 1.09 
T3:  C/N + MU1 98.35 ± 2.94 10.10 ± 0.05 9.41 ± 0.04 17.55 ± 1.43 

T4:  C/N + PM2 88.68 ± 1.04 9.40 ± 0.31 8.80 ± 0.15 14.59 ± 1.45 
T5:  C/N + TM6 98.50 ± 2.28 11.20 ± 0.67 10.50 ± 0.23 16.98 ± 1.14 

2 months     

T1:  Uninoculated control 90.01 ± 9.44 33.09 ± 1.17 20.00 ± 2.83 21.69 ± 1.15  
T2:  C/N + Uninoculated control 92.04 ± 6.63 36.74 ± 1.76 22.01 ± 1.04  25.25 ± 1.39 
T3:  C/N + MU1 171.50 ± 13.00 74.15 ± 4.75 57.86 ± 3.91 81.42 ± 4.08 
T4:  C/N + PM2 131.04 ± 6.78 44.28 ± 4.66 39.09 ± 2.57 59.27 ± 3.60 

T5:  C/N + TM6 327.50 ± 8.61 84.95 ± 3.22 61.64 ± 1.67 84.83 ± 2.08 

3 months     

T1:  Uninoculated control 203.04 ± 4.39 11.97 ± 1.31 23.17 ± 1.75 27.36 ± 1.41 

T2:  C/N + Uninoculated control 237.69 ± 2.85 13.20 ± 0.40  26.83 ± 1.29 32.10 ± 2.15 
T3:  C/N + MU1 285.67 ± 3.51 22.85 ± 0.53 32.73 ± 1.70 69.13 ± 2.82 
T4:  C/N + PM2 302.08 ± 9.01 20.33 ± 0.58 30.84 ± 0.40 62.66 ± 3.13 
T5:  C/N + TM6 348.50 ± 12.15 23.47 ± 0.79 32.13 ± 1.37 72.60 ± 4.45 

 

ส่วนผลการสะสมแคดเมียมในถั �วเหลืองในตารางที� 11 พบว่าถั �วเหลืองที�ปลูกในดิน
ปนเปื�อนและมกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 มกีารสะสมแคดเมยีมไดสู้งสุดทุก
ระยะการเก็บตวัอย่าง รองลงมาคอื ถั �วเหลืองที�ปลูกในดินปนเปื� อนที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพและเติม 
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Micrococcus sp. MU1 โดยถั �วเหลอืงในทุกชุดการทดลองสะสมแคดเมยีมในรากสูงกว่าในส่วนใบและส่วน
ต้นหลายเท่า และถั �วเหลอืงสะสมแคดเมยีมไดสู้งสุดในระยะหลงัการปลูกในดนิปนเปื�อน 2 เดอืน ( ระยะ
เริ�มออกฝัก) เนื�องจากเป็นระยะที�ถั �วเหลอืงตอ้งการสารอาหารมากในการมาสรา้งฝัก ทาํใหม้กีารดูดดงึแร่
ธาตุสารอาหารจากดนิในอัตราสูง ทําให้มีการดูดดึงแคดเมียมผ่านทางรากมาด้วย ซึ�งผลการศึกษานี�

สอดคล้องกบัรายงานการวจิยัของ Ishikawa และคณะ (2005) นอกจากนี� ยงัพบการสะสมแคดเมยีม
ปรมิาณสูงในส่วนฝักและเมลด็ของถั �วเหลอืงด้วย (มคีวามเขม้ขน้ในช่วง 26.36 - 32.40 มลิลกิรมัต่อ
กโิลกรมั) โดยพบแคดเมยีมสูงสุดในเมลด็ของถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิปนเปื�อนและมกีารกระตุน้ทางชวีภาพ
และเตมิ Arthrobacter sp. TM6 ถงึ 32.40 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั อย่างไรกต็าม ปรมิาณแคดเมยีมในเมลด็
ถั �วเหลอืงเกนิค่ามาตรฐานการปนเปื�อนของแคดเมียมในเมลด็พชืตะกูลถั �ว ที�กําหนดไว้ที�ความเขม้ขน้ไม่
เกนิ 0.1 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ตามเกณฑม์าตรฐานขอ้กําหนดของสหภาพยุโรป [Regulation EC No. 
420/2011 of 29 April 2011; amending EC No. 1881/2006] (สํานกัพฒันาระบบและรบัรองมาตรฐาน
สนิคา้พชื, 2556) หลายกระบวนการทางสรรีวิทยาของถั �วเหลอืงมผีลต่อการสะสมแคดเมยีมในเมลด็ถั �ว
เหลอืง ไดแ้ก่ อตัราการการดูดดงึแคดเมยีมจากดนิของถั �วเหลอืง การเคลื�อนยา้ยแคดเมยีมจากรากสู่ยอด
ผ่านทางไซเลม และการเคลื�อนย้ายแคดเมียมผ่านทางโฟลเอมเข้าไปในเมลด็ถั �วเหลืองในช่วงที�เตบิโต

เตม็ที� (Sugiyama et al., 2007) 
 
ตารางที� 12  ค่า PEC, BAF และ TF ของถั �วเหลอืงที�ปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 

Treatment PEC BAF TF 

1 month    

T1:  Uninoculated control 0.26 0.97 0.10 
T2:  C/N + Uninoculated control 0.28 1.08 0.11 
T3:  C/N + MU1 0.33 1.59 0.10 
T4:  C/N + PM2 0.29 1.19 0.09 

T5:  C/N + TM6 0.34 2.05 0.11 

2 months    

T1:  Uninoculated control 0.71 1.63 0.24 
T2:  C/N + Uninoculated control 0.82 1.91 0.28 
T3:  C/N + MU1 1.83 5.90 0.32 
T4:  C/N + PM2 0.93 2.27 0.27 
T5:  C/N + TM6 3.05 6.75 0.39 

3 months    

T1:  Uninoculated control 0.96 1.51 0.09 
T2:  C/N + Uninoculated control 0.91 1.69 0.09 
T3:  C/N + MU1 1.38 3.38 0.11 

T4:  C/N + PM2 1.20 2.03 0.10 
T5:  C/N + TM6 1.42 3.50 0.12 
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เนื�องจากถั �วเหลอืงเป็นพชืที�มกีารสะสมแคดเมยีมได้สูงมาก เมื�อนําค่าแคดเมยีมในดนิ
และแคดเมยีมในถั �วเหลอืงมาคาํนวณค่า PEC, BAF และ TF ดงัแสดงผลในตารางที� 12 โดยพบว่าถั �ว
เหลืองมีค่า PEC สูง โดยเฉพาะถั �วเหลืองที�ปลูกในดินปนเปื� อนที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพและเติม 
Arthrobacter sp. TM6 เป็นเวลา 2 เดอืน มคี่า PEC สูงสุดถงึ 3.05 และค่า BAF สูงถงึ 6.75 ซึ�งการสะสม

แคดเมยีมในถั �วเหลอืงพบมากในช่วงระยะเวลาการเกบ็เกี�ยวพชืในเดอืนที� 2 ซึ�งเป็นระยะที�ถ ั �วเหลอืงเตบิโต
เตม็ที�ก่อนเขา้สู่ระยะ Reproductive stage เริ�มออกฝัก (The beginning pod stage) (R3) และค่า PEC 
และ BAF ลดลงเมื�อถั �วเหลอืงเขา้สู่ระยะออกเมลด็สมบรูณ์แลว้ (The full seed stage) (R6) พชืที�มคี่า 
PEC และBAF มากกว่า 1.0 จดัเป็นพชืที�มกีารสะมโลหะหนักไดด้ ี(Taiwo et al., 2016) แต่พบว่าถั �ว
เหลอืงทุกชุดการทดลองมกีารสะสมแคดเมยีมปรมิาณสูงในบรเิวณรากมากกว่าบรเิวณส่วนตน้และใบ จงึ
ส่งผลใหค้่า TF ของถั �วเหลอืงตํ�ามาก (ประมาณ 0.1)  Aroa และคณะ (2003) รายงานว่าเมลด็ของถั �ว
เหลอืงมกีารสะสมแคดเมยีมในปรมิาณตํ�า เพราะส่วนยอด (Aboveground tissue) สะสมแคดเมยีมไดน้้อย 
โดยพชือาจมกีลไกในการป้องกนัไม่ใหแ้คดเมยีมมกีารเคลื�อนยา้ยจากรากมาสู่ยอด   

ดงันั �น ถึงแม้ว่าถั �วเหลืองมีความสามารถในการดูดดึงและสะสมแคดเมียมได้สูง แต่
แคดเมยีมส่วนใหญ่สะสมอยู่ในบรเิวณรากไม่มกีารเคลื�อนย้ายไปสู่ส่วนยอด ถั �วเหลืองจึงเหมาะสําหรบั

นําไปเป็นพชืบําบดัแคดเมยีม โดยอาศยักระบวนการ Phytostabilization มากกว่า Phytoextraction แต่
อย่างไรก็ตาม ผลผลิตที�เกิดขึ�นการเพาะปลูกถั �วเหลืองเพื�อบําบดัดินปนเปื� อนแคดเมียมไม่ควรนํามา
เกี�ยวขอ้งกบัห่วงโซ่อาหาร โดยเฉพาะเมลด็ถั �วเหลอืง เพราะมแีคดเมยีมในปรมิาณสูง ซึ�งตอ้งมกีารป้องกนั
อย่างเขม้งวด เพื�อไม่ใหนํ้าถั �วเหลอืงไปใชป้ระโยชน์ในเชงิอาหาร แต่อาจนําไปใชป้ระโยชน์ในเชงิของการ
นําไปผลติเป็นนํ�ามนัไบโอดเีซลได้ หรอืการนําเมลด็ถั �วเหลอืงไปเป็นเมลด็พนัธุ์สําหรบันําไปปลูกในพื�นที�
อื�นที�ไม่มกีารปนเปื�อนแคดเมยีม เพราะผลผลติที�เกิดจากถั �วเหลอืงตน้ใหม่ที�ปลูกในดนิไม่ปนเปื�อนจะไม่มี
แคดเมยีมสะสมอยู่  
 
3.7 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลตรึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียม 

 จากผลการทดสอบความสามารถของแบคทเีรยีต้านทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุ์ในการช่วย
ส่งเสรมิการละลายแคดเมยีมออกจากดนิปนเปื�อน พบว่า Arthrobacter sp. TM6 มคีวามสามารถดทีี�สุดใน
การช่วยการละลายแคดเมยีมออกจากดินปนเปื�อน และทําให้พชืทั �งว่านเศรษฐีและถั �วเหลอืงมกีารสะสม
แคดเมยีมได้มากขึ�น ดงันั �นจึงเลอืก Arthrobacter sp. TM6 ใช้ในการตรงึเซลล์ด้วยไคโตซานและถ่าน
ชวีภาพ และนําวสัดุตรงึคอืไคโตซานและถ่านชวีภาพ และเซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซาน
และถ่านชวีภาพไปส่องดูลกัษณะทางสณัฐานวทิยาโดยใชก้ลอ้ง SEM ไดผ้ลการศกึษาในรปูที� 13 และเมื�อ

นําวสัดุตรงึคอืไคโตซานและถ่านชวีภาพไปวเิคราะหค์า่พื�นที�ผวิ ปรมิาตรรพูรุน และ ขนาดรพูรุน โดยใช้
เครื�อง Brunauer–Emmett–Teller (BET) ได้ผลการวเิคราะหด์งัแสดงในตารางที� 13 จากผลการศกึษา
พบว่าไคโตซานที�ขนาดรพูรนุ (Pore size) มากกว่าถ่านชวีภาพ Gentili และคณะ (2006) รายงานว่าพื�นผวิ
ของไคโตซานเป็นแหล่งการเจรญิที�เหมาะสมของแบคทเีรยี 
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          (ก1)      (ก2) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
          (ข1)      (ข2) 

 
 

รปูที� 13  ลกัษณะทางกายภาพของวสัดุตรงึ (ก1) ไคโตซาน และ (ข1) ถ่านชวีภาพ และเซลล์ตรงึ 

Arthrobacter sp. TM6 บน (ก2) ไคโตซานและ (ข2) ถ่านชวีภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์

อเิลคตรอนแบบส่องกราดกําลงัขยาย 10000 เท่า 
 
 
ตารางที� 13 พื�นที�ผวิ ปรมิาตรรพูรนุ และ ขนาดรพูรนุของไคโตซานและถ่านชวีภาพ 

 

Sample Surface area  
(m2/g) 

Pore Volume 
(cm3/g) 

Pore size  
(nm) 

Chitosan flake 1.975 7.02 x 10-4 19.15 
Biochar 2.184 7.76 x 10-4 9.034 
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3.8 ผลการรอดชีวิตของเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมภายหลงัการเกบ็รกัษาและการรอด

ชีวิตของเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในดินปนเปื� อนแคดเมียม 

เมื�อนําเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพมานบัจาํนวนเซลล์ที�มชีวีติที�
อยู่บนวสัดุตรงึทั �ง 2 ชนิด พบว่าจํานวน Arthrobacter sp. TM6 บนวสัดุตรงึไคโตซานและถ่านชวีภาพมี
จํานวนเท่ากบั 9.89 Log10 CFU ต่อกรมัไคโตซาน (7.7 x 109 CFU ต่อกรมั) และ 7.63 Log10 CFU ต่อ

กรมัถ่านชวีภาพ (4.3 x 107 CFU ต่อกรมั) ตามลําดบั แสดงใหเ้หน็ว่าเซลลแ์บคทเีรยีสามารถตรงึบนไคโต
ซานไดด้กีว่าบนถ่านชวีภาพ อาจเนื�องมาจากรพูรนุของถ่านชวีภาพ (ตารางที� 13) มขีนาดเลก็ (9.034 นา
โนเมตร) มากกว่าขนาดของแบคทเีรยี ทาํใหแ้บคทเีรยีเขา้ไปเกาะภายในรพูรุนถ่านชวีภาพไดย้าก และเมื�อ
นํามาเก็บในตู้เย็นที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 สปัดาห์ พบว่าจํานวนเซลล์ที�มีชีวิตของ 
Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานลดลงเหลอื 7.34 Log10 CFU ต่อกรมัไคโตซาน (2.2 x 107 CFU ต่อ
กรมั) หรอืคดิเป็นรอ้ยละการลดลงของเซลลท์ี�มชีวีติบนไคโตซานเท่ากบั 25.8 ส่วนจาํนวนเซลลท์ี�มชีวีติของ 
Arthrobacter sp. TM6 บนถ่านชวีภาพกม็แีนวโน้มลดลงเช่นเดยีวกนั โดยลดลงเหลอื 6.62 Log10 CFU ต่อ
กรมัถ่านชวีภาพ (4.2 x 106 CFU ต่อกรมั) หรอืคดิเป็นรอ้ยละการลดลงของเซลลท์ี�มชีวีติบนถ่านชวีภาพ
เท่ากบั 13.2 

ส่วนผลการรอดชวีติของเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพในดนิ
ปนเปื�อนแคดเมยีม (ตารางที� 14) พบว่าเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานในช่วงวนัแรกจนถงึ 

5 วนัเซลลข์อง Arthrobacter sp. TM6 มกีารเจรญิเพิ�มจํานวนมากขึ�น แล้วคงที�  ก่อนจะลดลงในช่วงวนัที� 
15 หลงัการบม่ในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม ส่วนผลของการรอดชวีติของเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บน
ถ่านชวีภาพ ถงึแม้ว่ามปีรมิาณเซลล์น้อยกว่าเซลล์ตรงึบนไคโตซาน แต่เซลลม์แีนวโน้มเพิ�มขึ�นไปจนถงึ
วนัที� 15 และลดลงในวนัที� 20 แสดงใหเ้หน็ว่า Arthrobacter sp. TM6 ที�ตรงึบนวสัดุตรงึสามารถมกีารเจรญิ
เพิ�มจํานวนได้ในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม ซึ�งการตรงึเซลลส์ามารถช่วยในการป้องกนัเซลลใ์หม้ชีวีติรอดใน
สภาวะที�มสีารมลพษิ และช่วยเพิ�มประสทิธภิาพของกระบวนการ Bioremediation (Dzionek et al., 2016) 
 
ตารางที� 14  จํานวนเซลลท์ี�มชีวีติของเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพใน

ดนิปนเปื�อนแคดเมยีม  
 

Time (Day) 
Viable cells (Log10 CFU/g) 

Chitosan flake Biochar 

0 
3 

5 
10 
15 
20 

8.75 
9.56 

9.15 
8.78 
8.19 
8.05 

6.15 
7.01 

7.34 
8.38 
8.53 
7.48 
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3.9 ผลของเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมต่อการละลาย หรือค่า Bioavailability ของ

แคดเมียมในดิน 

เมื�อนําเซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและเซลลต์รงึบนถ่านชวีภาพมาทดสอบ
ความสามารถในการช่วยละลายแคดเมยีมออกจากดนิปนเปื�อน ได้ผลการศกึษาดงัแสดงในตารางที� 15 
พบว่าการเตมิเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซาน (T3) และถ่านชวีภาพ (T5) ลงในดนิ

ปนเปื�อนแคดเมยีมสามารถช่วยเพิ�มการละลายแคดเมยีมออกจากดนิใหอ้ยู่ในรูป Water soluble และ 
DTPA-extractable forms สูงขึ�น หรอืเป็นการเพิ�มค่า Bioavailability ของแคดเมยีมในดนิ โดยเฉพาะการ
ใชเ้ซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซาน (T3) ช่วยเพิ�มค่า DTPA-extractable form มากที�สุด 
(16.84 ± 0.37 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) อาจเนื�องจากว่าปรมิาณเซลล์ของแบคทเีรยีบนไคโตซานมมีากกว่า
บนถ่านชวีภาพ 

อย่างไรกต็าม เมื�อเปรยีบเทยีบกบัการใชเ้ซลลอ์สิระ Arthrobacter sp. TM6 (ตารางที� 2) พบว่า
การใชเ้ซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 ทั �งบนไคโตซาน (T3) และถ่านชวีภาพ (T5) ช่วยในการเพิ�มค่า
ความเขม้ขน้ Water-soluble form ไดใ้กลเ้คยีงกบัการใชเ้ซลลอ์สิระ แต่การใชเ้ซลล์ตรงึ Arthrobacter sp. 
TM6 ทั �งบนไคโตซาน (T3) และถ่านชวีภาพ (T5) ช่วยเพิ�มค่าความเขม้ขน้ของ DTPA-extractable form 
ไดน้้อยกว่าการใชเ้ซลลอ์สิระ อาจเนื�องมาจากว่าเซลลแ์บคทรียีที�อยูใ่นวสัดตุรงึจงึไม่ไดม้กีารสมัผสัโดยตรง
กบัดนิปนเปื�อนแคดเมยีม ทําใหป้ระสทิธภิาพของการใชเ้ซลลต์รงึไม่ดเีท่ากบัการใชเ้ซลลอ์ิสระ เนื�องจาก

การเพิ�มการละลายแคดเมยีมในดนิโดยการเตมิเซลล ์Arthrobacter sp. ตอ้งอาศยัหลกัการของการจบักนั
ระหว่างแคดเมียมในดินกบั Exopolymer ที�สรา้งจากแบคทีเรยี หรอืจบักบัผนังเซลล์ที�มปีระจุลบของ
แบคทเีรยี (Khonsue et al., 2013) นอกจากนี�แบคทเีรยีบางชนิดยงัสามารถเปลี�ยนรปูโลหะใหล้ะลายหรอื
อยู่ในรปู Bioavailable form ผา่นกลไกต่างๆ ไดแ้ก่ การสรา้งสารไซเดอโรฟอร ์ กรดอนิทรยี ์สารลดแรงตงึ
ผวิชวีภาพ รวมทั �งการเกดิกระบวนการ Demethylation และกระบวนการรดีอกซ ์เป็นตน้ (Ullah et al., 
2015) 
 
ตารางที� 15  ผลของเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 ในการส่งเสรมิการละลายแคดเมยีมออกจากดนิ

ปนเปื�อน 
 

Treatment 

Cadmium concentration (mg/kg) 

Water-soluble 
form 

DTPA-extractable 
form 

Total cadmium 
form 

T1: Control (w/o bacterial cells) 0.06 ± 0.00 4.16 ± 0.09 53.23 ± 1.13 

T2: Chitosan flake  0.09 ± 0.00 4.35 ± 0.18 52.95 ± 1.42 

T3: Chitosan flake immobilized TM6 0.08 ± 0.01 5.53 ± 0.17 48.43 ± 0.96 

T4: Biochar 0.08 ± 0.00 4.37 ± 0.56 49.75 ± 2.67 

T5: Biochar immobilized TM6 0.10 ± 0.01      4.87 ± 0.22 49.23 ± 2.12 
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3.10 ประสิทธิภาพของเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการบาํบดัแคดเมียม

ในดินโดยใช้ว่านเศรษฐี 

 เมื�อนําว่านเศรษฐอีายุ 2 เดอืนมาปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมแล้วเตมิเซลล์ตรงึ Arthrobacter 
sp. TM6 บนไคโตซานและบนถ่านชวีภาพ และเกบ็ตวัอย่างพชืและดนิทกุ 3 สปัดาหเ์พื�อนํามาตรวจวดัการ
เตบิโตและแคดเมยีมในพชื และปรมิาณแคดเมยีมในดนิ ไดผ้ลการศกึษาในตารางที� 16 และ 17 ตามลําดบั 

 
ตารางที� 16 ผลของเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพต่อการเตบิโตของว่าน

เศรษฐทีี�ปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม 
 

Treatment Root length (cm) Shoot length (cm) Total dry weight (g) 

3 weeks    

T1:  Chitosan 9.2 ± 0.2 18.2 ± 0.5 3.52 ± 0.50 
T2:  Biochar 9.3 ± 2.6 18.8 ± 2.2 3.55 ± 0.21 
T3:  Free cell TM6 9.1 ± 1.3 18.0 ± 0.7 3.62 ± 0.15 
T4:  Chitosan-immobilized TM6 9.0 ± 0.3 17.8 ± 0.1 3.66 ± 0.45 
T5:  Biochar-immobilized TM6 9.0 ± 1.3 18.5 ± 0.8 3.21 ± 0.24 

6 weeks    

T1:  Chitosan 8.8 ± 0.1 19.0 ± 0.6 4.18 ± 0.61 
T2:  Biochar 8.3 ± 2.0 20.3 ± 0.5 3.89 ± 0.42 
T3:  Free cell TM6 9.5 ± 0.8 19.5 ± 1.2 4.31 ± 0.63 
T4:  Chitosan-immobilized TM6 9.3 ± 0.4 19.3 ± 0.9 4.43 ± 0.23 

T5:  Biochar-immobilized TM6 9.2 ± 0.5 18.6 ± 1.5 4.09 ± 0.10 

9 weeks    

T1:  Chitosan 10.0 ± 0.2 19.2 ± 0.1 4.66 ± 0.76 
T2:  Biochar  9.5 ± 1.8 19.8 ± 2.0 4.22 ± 0.17 
T3:  Free cell TM6 10.5 ± 1.4 19.0 ± 1.9 4.56 ± 0.25 

T4:  Chitosan-immobilized TM6 10.3 ± 0.6 20.0 ± 0.5 4.68 ± 0.38 
T5:  Biochar-immobilized TM6  9.8 ± 0.5 20.0 ± 2.0 4.30 ± 0.15 

 
 ผลการเตบิโตของว่านเศรษฐอีายุ 2 เดอืนในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม (ตารางที� 16) พบว่าว่าน
เศรษฐีแสดงอาการจากความเป็นพษิของแคดเมียมเล็กน้อย เช่น ใบเหลือง หลังปลูกในดินปนเปื� อน

แคดเมียมประมาณ 2-3 สปัดาห ์แคดมยีมที�ความเขม้ขน้ 20 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัมผีลยบัยั �งการเตบิโต
บางสว่นของว่านเศรษฐเีรอืนใน (Chlorophytum comosum) (Wang et al., 2012) ในการศกึษาครั �งนี� 
พบว่าการเตมิเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 ทั �งบนไคโตซาน (T4) และเซลลต์รงึบนถ่านชวีภาพ (T5) 
ใหผ้ลการเตบิโตของว่านเศรษฐไีม่แตกต่างจากชุดควบคุมที�เตมิเฉพาะไคโตซาน (T1) หรอืถ่านชวีภาพ 
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(T2) และชุดทดลองที�เตมิเซลลอ์ิสระ Arthrobacter sp. TM6 (T3) เนื�องจาก Arthrobacter sp. TM6 ไม่ได้
มบีทบาทหลกัของการเป็นแบคทเีรยีส่งเสรมิการเติบโตของพชื อย่างไรก็ตาม จะเห็นความยาวของรา
กว่านเศรษฐทีี�อายุเริ�มตน้ต่างกนัคอื 2 เดอืน (ตารางที� 16) และอายุเริ�มตน้ 6 เดอืน (ตารางที� 7)  มคีวาม
ยาวที�ไม่แตกต่างกนัมาก เพราะรากของว่านเศรษฐมีลีกัษณะเป็นหวัขนาดเลก็ (Tuberous rhizomes) จงึ

ทาํใหก้ารศกึษาการเตบิโตของว่านเศรษฐโีดยการวดัความยาวรากและยอด (ใบ) มขีอ้จํากดัเพราะลกัษณะ
การเตบิโตของว่านเศรษฐเีป็นลกัษณะการแตกกอออกแนวดา้นขา้งและลกัษณะรากเป็นหวัขนาดเลก็ ทํา
ให้ไม่เหน็ความแตกต่างของความยาวรากและใบในแต่ละชุดทดลองตามอายุพชืที�เพิ�มมากขึ�น ดงันั �น 
การศกึษาการเตบิโตของว่านเศรษฐจีงึควรตรวจวดัจากนํ�าหนกัแหง้รวมของตน้ทั �งหมด ซึ�งการเตมิแและไม่
เตมิ Arthrobacter sp. TM6 ไม่มผีลตอ่นํ�าหนกัแหง้ของว่านเศรษฐ ี
 
ตารางที� 17  ความเขม้ขน้ของแคดเมยีมที�สะสมในว่านเศรษฐหีลงัปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีาร

เตมิเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพ 
 

Treatment 
Cadmium concentration (mg/kg DW) Cd conc. in 1 plant 

(µg/plant) Root Shoot 

3 weeks    

T1:  Chitosan 12.50 ± 1.04 5.21 ± 1.17 38.24 ± 1.47 
T2:  Biochar 13.10 ± 2.36 4.67 ± 1.12 43.38 ± 4.63 
T3:  Free cell TM6 23.70 ± 1.54 13.27 ± 0.74 65.21 ± 4.95 

T4:  Chitosan-immobilized TM6 19.90 ± 1.69 11.03 ± 1.16 49.14 ± 3.59 
T5:  Biochar-immobilized TM6 17.90 ± 1.04 10.15 ± 3.63 42.67 ± 6.61 

6 weeks    

T1:  Chitosan 14.01 ± 1.54 7.90 ± 0.35 50.77 ± 4.69  
T2:  Biochar 15.40 ± 1.56 7.80 ± 1.57 51.67 ± 1.55 

T3:  Free cell TM6 26.05 ± 1.25 17.20 ± 1.11 75.44 ± 5.18 
T4:  Chitosan-immobilized TM6 22.83 ± 2.07 14.50 ± 0.57 63.01 ± 2.95 
T5:  Biochar-immobilized TM6 19.75 ± 0.95 11.50 ± 1.85 53.38 ± 1.66 

9 weeks    

T1:  Chitosan 16.20 ± 0.99 10.40 ± 1.08 76.48 ± 6.18 
T2:  Biochar 20.40 ± 2.39 8.70 ± 1.08 82.71 ± 2.97 
T3:  Free cell TM6 22.04 ± 1.41 19.95 ± 0.68 109.42 ± 2.12 
T4:  Chitosan-immobilized TM6 21.60 ± 1.02 17.60 ± 1.14 108.60 ± 4.32 
T5:  Biochar-immobilized TM6 24.70 ± 2.33 13.60 ± 1.05 94.45 ± 1.64 
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 ผลการสะสมแคดเมยีมในส่วนต่างๆ ของว่านเศรษฐใีนตารางที� 17 พบว่าว่านเศรษฐสีามารถสะสม
แคดเมยีมในส่วนรากมากกว่าส่วนยอด (ใบ) เพราะลกัษณะรากของว่านเศรษฐเีป็นหวัขนาดเลก็ รากพชื
สามารถสะสมแคดเมยีมไดใ้นส่วน Vacuoles และส่วนเซลลท์ี�ตายแลว้บรเิวณราก ทาํใหม้กีารเคลื�อนที�ของ
แคดเมยีมจากรากสู่ยอดไดน้้อย (Grant et al., 1998; Shute and Macfie, 2006) นอกจากนี� จะเหน็ไดว้่า

การใชว่้านเศรษฐอีายุเริ�มตน้ 2 เดอืน มปีระสทิธภิาพในการสะสมแคดเมยีมไดด้กีว่าการใชว่้านเศรษฐอีายุ
เริ�มตน้ 6 เดอืน (ตารางที� 8) เพราะช่วงอายุ 2 เดอืน เป็นช่วงที�ว่านเศรษฐกีําลงัเขา้สู่การเตบิโตเตม็ที� 
(ก่อนช่วงการออกดอกครั �งแรกประมาณ 1.5 ถงึ 2 เดอืน) และยงัพบว่าการสะสมแคดเมยีมในส่วนยอด 
(ใบ) เพิ�มขึ�นตามอายุของว่านเศรษฐ ีการศกึษาของ Ghosh และ Singh (2005) รายงานว่าพชืบางชนิดจะ
ดงึแคดเมยีมออกจากดนิและเคลื�อนที�ผ่านทางไซเลมไปยงัส่วนยอดของพืชและสะสมที�ยอด โดยพบการ
สะสมแคดเมยีมสูงสุดในรากของว่านเศรษฐทีี�มกีารเตมิเซลลอ์สิระ Arthrobacter sp. TM6 (T3) รองมาคอื
รากว่านเศรษฐทีี�เตมิเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซาน (T4) หลงัการปลูกว่านเศรษฐใีนดนิ
ปนเปื�อนแคดเมยีมเป็นเวลา 6 สปัดาห ์ผลการศกึษานี�ชี�ใหเ้หน็ว่าการเตมิเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 
บนไคโตซานหรอืถ่านชวีภาพในการปลูกว่านเศรษฐมีปีระสทิธภิาพในการส่งเสรมิการสะสมแคดเมยีมใน
ว่านเศรษฐไีด้น้อยกว่าการใชเ้ซลล์อิสระ โดยเฉพาะในช่วงแรกของการเกบ็ตวัอย่าง แต่ในระยะเวลาการ

เกบ็ตวัอย่างพชืในสปัดาหท์ี� 9 พบว่าเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานมปีระสทิธภิาพส่งเสรมิ
ให้ว่านเศรษฐีสะสมแคดเมียมได้ใกล้เคียงกับการใช้เซลล์อิสระ แต่อย่างไรก็ตาม การใช้เซลล์ตรึง 
Arthrobacter sp. TM6 บนถ่านชวีภาพมปีระสทิธภิาพในการส่งเสรมิพชืใหเ้ตบิโตและสะสมแคดเมยีมได้
น้อยกว่าการใชเ้ซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซาน 

อาจเนื�องมาจากเซลล์ตรึง Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานหรือถ่านชีวภาพต้องการ
ระยะเวลาในการปรบัตวัและเพิ�มจํานวนในดนิปนเปื�อน เพราะแบคทเีรยีในวสัดุตรงึอาจไดร้บัสารอาหารใน
ดนิไดย้ากกว่าเซลลอ์สิระที�อาศยัในดนิ ผลการศกึษานี�แตกต่างจากการใชเ้ซลลต์รงึแบคทเีรยีบนไคโตซาน
ในการย่อยสลายนํ�ามนัดบิ ซึ�งพบว่าเซลลต์รงึแบคทเีรยีบนไคโตซานมกีารรอดชวีติและกจิกรรมในการย่อย
นํ�ามนัดบิในนํ�าทะเลไดด้กีว่าเซลลอ์สิระ (Gentili et al. 2006) อาจเนื�องมาจากนํ�ามนัดบิเป็นแหล่งคารบ์อน
ที�สนบัสนุนการเจรญิของแบคทเีรยีที�อาศยัในวสัดุตรงึได ้ในขณะที�แคดเมยีมไม่ไดเ้ป็นแหล่งสารอาหารใดๆ 
ของแบคทเีรยี อย่างไรกต็าม มรีายงานว่าการเตมิเซลลอ์สิระและเซลล์ตรงึของแบคทเีรยีย่อยสลายนํ�ามนั

ปิโตรเลยีมในการปลูกพชื Sesbania cannabina ไม่มผีลส่งเสรมิใหพ้ชืมกีารย่อยสลายนํ�ามนัปิโตรเลยีมได้
มากขึ�น (Maqbool et al., 2012)  
 ส่วนผลประสทิธภิาพในการสะสมแคดเมยีมและการเคลื�อนยา้ยแคดเมยีมจากรากสู่ยอดของว่าน
เศรษฐีในชุดการทดลองต่างๆ (ตารางที� 18) พบว่าว่านเศรษฐีมคี่า PEC ตํ�ากว่า 1.0 จงึไม่จดัว่าเป็น 
Hyperaccumulating plant ซึ�งแตกต่างจากรายงานของ Wang และคณะ (2012) ที�ศกึษาในว่านเศรษฐี

เรอืนใน (C. comosum) ที�ระบุว่าเป็น Hyperaccumulating plant เนื�องจากเป็นพชืต่างสปีชสีก์นักบัว่าน
เศรษฐีเรอืนนอกที�ใช้ในการศกึษาครั �งนี� และการศกึษาของ Wang และคณะ (2012) ทดสอบในดนิที�มี
ปรมิาณแคดเมยีมน้อยกว่า 50 มลิลกิรมัตอ่กโิลกรมั ซึ�งการทดสอบในดนิที�มปีรมิาณแคดเมยีมสูงอาจมผีล
ทาํใหพ้ชืมกีารดดูดงึและการเคลื�อนยา้ยแคดเมยีมเขา้สู่พชืไดต้ํ�า เพราะพชืมกีลไกในการป้องกนัตวัเองจาก
ความเป็นพษิของแคดเมยีม อย่างไรกต็าม ค่า BAF และ TF ของว่านเศรษฐมีคี่าเพิ�มขึ�นตามอายุของพชื 

โดยเฉพาะในสปัดาหท์ี� 9 หลงัการเพาะปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมของชุดการทดลองที�มกีารเตมิเซลล์
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อสิระหรอืเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 มคี่า BAF มากกว่า 1.0 และมคี่า TF 0.8 – 0.9 ดงันั �น ว่าน
เศรษฐีจึงจัดเป็นพืชที�เหมาะสมต่อการนําไปใช้เป็นพืชบําบัดแคดเมียมในดินปนเปื� อนโดยอาศัย
กระบวนการ Phytoextraction รวมทั �งสามารถเพิ�มประสทิธภิาพการบาํบดัแคดเมยีมของว่านเศรษฐไีดโ้ดย
การเตมิเซลลอ์สิระหรอืเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 ถงึแมว้่าประสทิธภิาพในการส่งเสรมิการสะสม

แคดเมียมในว่านเศรษฐขีองการใชเ้ซลลต์รงึแบคทเีรยีน้อยกว่าการใชเ้ซลลอ์สิระ แต่ขอ้ดขีองการใชเ้ซลล์
ตรงึแบคทเีรยีคอื สามารถเกบ็รกัษาและนําเซลลต์รงึแบคทเีรยีไปใชใ้นพื�นที�ปนเปื�อนไดส้ะดวกกว่าการใช้
เซลลอ์ิสระ รวมทั �งการตรงึเซลลแ์บคทเีรยีเป็นการช่วยปกป้องแบคทเีรยีในสภาพแวดลอ้มที�ไม่เหมาะสม 
(Dzionek et al., 2016) ดงันั �น สภาวะที�เหมาะสมในการเร่งการเจรญิเพิ�มจํานวนของแบคทเีรยีที�อาศยัใน
วสัดุตรงึ เมื�อนําเซลลต์รงึแบคทเีรยีเตมิลงในดนิปนเปื�อนควรมกีารศกึษาต่อไป  

 
ตารางที� 18  ค่า PEC, BAF และ TF ของว่านเศรษฐทีี�ปลกูในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมมกีารเตมิเซลลต์รงึ 

Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่านชวีภาพ 
 

Treatment PEC BAF TF 

3 weeks    

T1:  Chitosan 0.13 0.46 0.42 
T2:  Biochar 0.14 0.63 0.38 
T3:  Free cell TM6 0.27 1.03 0.56 
T4:  Chitosan-immobilized TM6 0.24 0.86 0.55 

T5:  Biochar-immobilized TM6 0.18 0.76 0.52 

6 weeks    

T1:  Chitosan 0.17 0.60 0.56 
T2:  Biochar 0.18 0.76 0.43 
T3:  Free cell TM6 0.33 1.28 0.66 
T4:  Chitosan-immobilized TM6 0.32 1.18 0.64 

T5:  Biochar-immobilized TM6 0.21 1.15 0.58 

9 weeks    

T1:  Chitosan 0.21 0.86 0.64 
T2:  Biochar 0.24 1.07 0.59 
T3:  Free cell TM6 0.33 1.37 0.90 

T4:  Chitosan-immobilized TM6 0.33 1.28 0.81 
T5:  Biochar-immobilized TM6 0.32 1.13 0.71 
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3.11 กลุม่ประชาคมแบคทีเรียในดินปนเปื� อนแคดเมียม 

จากการศกึษากลุ่มประชาคมแบคทเีรยีในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิเซลลอ์สิระและเซลล์
ตรงึ Arthrobacter sp. TM6 ในการปลกูว่านเศรษฐใีนดนิปนเปื�อนแคดเมยีมเป็นเวลา 3 สปัดาห ์ โดยวธิ ี
PCR-Denaturing Gel Gradient Electrophoresis (DGGE) พบว่าดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�นํามาปลูกว่าน

เศรษฐมีกีลุ่มแบคทเีรยีที�หลากหลาย และพบแถบดอีน็เอเดน่จาํนวน 3 แถบ (Bands) (รปูที� 14)  
 

                                              Lane                 1     2     3    4     5 

 

 

 

 

                      

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที� 14  โครงสรา้งประชาคมแบคทเีรยีในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมจากการวเิคราะหโ์ดยวธิ ีPCR-DGGE 

Lane 1: Pue culture of Arthrobacter sp. TM6 
Lane 2: Cadmium-contaminated soil 

Lane 3: Soil inoculated with Arthrobacter sp. TM6 free cells 
Lane 4: Soil inoculated with chitosan-immobilized Arthrobacter sp. TM6 
Lane 5: Soil inoculated with biochar-immobilized Arthrobacter sp. TM6  

 

จากผลการศกึษาชนิดของแบคทเีรยีเด่นจากแถบดเีอน็เอเด่นทั �ง 3 แถบ จาก DGGE profile โดย
ทําการโคลนชิ�นดเีอน็เอเขา้กบัเวคเตอร ์และวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S rDNA บางส่วน 
(Partial sequence) ของแถบดเีอน็เอทั �ง 3 แถบ และนํามาเปรยีบเทยีบกบัลําดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มูล 
Genbank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) พบว่าดนิปนเปื�อนแคดเมยีมหลงั
ปลูกว่านเศรษฐีที�ไม่มีการเติม Arthrobacter sp. TM6 ลงไป (ชุดควบคุม) มีกลุ่มแบคทีเรยีเด่น 
(Domninant) ที�วเิคราะหจ์าก 3 แถบดเีอน็เอ (Lane 2) ของ DGGE profile เรยีงตามลําดบัคอื แถบที� 1, 2 
และ 3 พบ Closest bacteria คอื Salmonella subterranean, Arthrobacter phenanthrenivorans และ 

Achromobacter denitrificans ตามลําดบั ดงัแสดงผลในตารางที� 19 ส่วนในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมหลงัปลูก

แถบที� 1 
แถบที� 2 

 

 
 
แถบที� 3 
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ว่านเศรษฐใีนชุดการทดลองที�มกีารเตมิเซลลอ์สิระและเซลลต์รงึของ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซาน
และถ่านชวีภาพ (Lane 3, 4 และ 5 ตามลําดบั) พบแบคทีเรยีเด่นเช่นเดยีวกบัดนิที�ไม่มีการเติม 
Arthrobacter sp. TM6 และยงัสามารถตรวจพบ Arthrobacter sp. TM6 ไดใ้นดนิ (เปรยีบเทยีบกบัแถบดี
เอน็เอของ Pure culture ของ Arthrobacter sp. TM6 ใน Lane 1)  

 

ตารางที� 19  สายพนัธุข์องแบคทเีรยีจากแถบดเีอน็เอเด่นจากการวเิคราะหด์ว้ย PCR-DGGE 

 

Band 
Closest match in GenBank 

database (Accession number) 

% Similarity 

(Length of nucleotides) 
Taxonomic group 

1 Salmonella subterranean FRC1 
(NR115224) 

97 % (198 bp) -Proteobacteria 

2 Arthrobacter phenanthrenivorans 

Sphe3 (NR074770) 
99 % (178 bp) Actinobacteria 

3 Achromobacter denitrificans 
DSM30026 (NR042021) 

97 % (198 bp) β-Proteobacteria 
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บทที� 4 

สรปุผลและข้อเสนอแนะ 
 
 

4.1 สรปุผลการศึกษา 

 จากผลการศกึษาความสามารถของแบคทีเรยีต้านทานแคดเมียมในการสรา้งสารที�เกี�ยวขอ้งกบั
การบาํบดัแคดเมยีมและส่งเสรมิความยาวรากพชื การส่งเสรมิการละลายของแคดเมยีมในดนิปนเปื�อน การ
ส่งเสรมิการเตบิโตและการสะสมแคดเมยีมในพชืบาํบดัไดแ้ก่ ขา้วโพด ถั �วเหลอืง และว่านเศรษฐ ีนอกจากนี� 
ยงัมีการพฒันาเซลล์ตรงึแบคทีเรยีบนไคโตซานและถ่านชีวภาพ เพื�อนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ส่งเสรมิว่านเศรษฐใีนการบาํบดัแคดเมยีมในดนิปนเปื�อน โดยสามารถสรุปผลการศกึษาไดด้งันี� 

 
4.1.1 การสรา้งสารที�เกี�ยวขอ้งกบัการบาํบดัแคดเมียมของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียม 

Micrococcus sp. MU1 สรา้งกรด IAA ไดสู้งสุด 561.43 ± 11.93 มลิลกิรมัต่อลติร ที� 48 
ชั �วโมงของการเจรญิ ส่วน Pseudomonas sp. PM2 สามารถสรา้งสารไซเดอโรฟอรไ์ดสู้งสุด 71.75 ± 1.11 

M of deferoxamine mesylate equivalents  ที� 48 ชั �วโมงของการเจรญิ และ Arthrobacter sp. TM6 

สร้าง Exopolymer ได้สูงสุด 19.64 ± 0.19 กรมัต่อลิตร ที� 24 ชั �วโมงของการเจรญิ  และพบว่า 
Micrococcus sp. MU1 ช่วยส่งเสรมิความยาวรากของถั �วเหลอืงไดท้ั �งสภาวะที�มแีละไม่มแีคดเมยีม ในขณะ
ที� Pseudomonas sp. PM2 และ Arthrobacter sp. TM6 ไม่มผีลต่อความยาวของรากถั �วเหลอืง  

 
4.1.2 ผลของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมต่อการละลายแคดเมียมในดินและการรอดชีวิต

ของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในดินปนเปื� อนแคดเมียมในสภาวะที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพ

โดยการเติมสารอาหาร  

 เมื�อนําแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุม์าทดสอบการส่งเสรมิการละลายหรอื
การเพิ�มคา่ Bioavailability ของแคดเมยีมในดนิ พบว่าแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุช์่วยเพิ�ม
การละลายของแคดเมยีมในดนิได ้และพบว่าการเตมิสารอาหารใหม้คี่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 ช่วย
ส่งเสรมิกจิกรรมของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมทั �ง 3 สายพนัธุใ์นการเพิ�มการละลายของแคดเมยีมในดนิ
ไดม้ากขึ�น โดยเฉพาะการเตมิ Arthrobacter sp. TM6 และเตมิสารอาหารใหม้คี่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 
20:1 ช่วยในการละลายแคดเมยีมในดนิปนเปื�อนไดส้งูสุด นอกจากนี� ยงัพบว่าแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม
ทั �ง 3 สายพนัธุ์สามารถเจรญิเพิ�มจํานวนและรอดชีวิตในดินปนเปื� อนแคดเมียมที�มีความเข้มข้นของ
แคดเมยีมสูงถงึ 50 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัได ้และการเจรญิเพิ�มจํานวนของแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมใน
ดนิปนเปื�อนที�มกีารเตมิสารอาหารใหม้คี่า C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 มมีากกว่าดนิปนเปื�อนที�ไม่มกีาร

เตมิสารอาหาร 
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 4.1.3  ผลของ Micrococcus sp. MU1 ต่อการส่งเสริมการเติบโตและการบาํบดัแคดเมียม

ของข้าวโพด 

 Micrococcus sp. MU1 สามารถช่วยส่งเสรมิการเตบิโตของขา้วโพดที�ปลูกในดนิไม่
ปนเปื� อนและดินปนเปื� อนแคดเมียมในทุกระยะเวลาการเก็บเกี�ยว แต่ข้าวโพดที�ปลูกในดินปนเปื� อน
แคดเมยีม (90 มลิลกิรมัตอ่กโิลกรมั) มคีวามยาวราก ความสูงตน้และนํ�าหนักแหง้ตํ�ากว่าขา้วโพดที�ปลูกใน

ดนิไม่ปนเปื�อนแคดเมยีม แต่ไม่แสดงอาการพษิของแคดเมยีมอย่างเด่นชดั นอกจากนี� ยงัพบว่าในช่วงแรก
ของการปลูก (2 สปัดาห์) ข้าวโพดมีการสะสมแคดเมียมในส่วนยอด (ใบ) มากกว่าส่วนราก และใน
ระยะเวลาการปลูกตั �งแต่ 4 สปัดาหถ์งึ 12 สปัดาห ์ปรมิาณแคดเมยีมในส่วนรากมากกว่าในส่วนยอด ซึ�ง
การเตมิ Micrococcus sp. MU1 ในการปลกูพชืช่วยส่งเสรมิใหข้า้วโพดสะสมแคดเมยีมไดม้ากขึ�นทั �งในส่วน
รากและส่วนยอด โดยขา้วโพดที�ระยะการปลูกที� 6 สปัดาหม์ปีรมิาณแคดเมยีมสะสมสูงที�สุด และขา้วโพดมี

คา่ PEC ประมาณ 1.0 และคา่ BAF มากกว่า 1.0 และค่า PEC และ BAF มแีนวโน้มเพิ�มขึ�นตามระยะเวลา
การเตบิโตของขา้วโพด แต่ค่า TF ของขา้วโพดมากกว่า 1.0 เฉพาะใน 2 สปัดาหแ์รกที�เพาะปลูกในดนิ
ปนเปื�อน และคา่ TF ลดลงตํ�ามาก ดงันั �น ขา้วโพดจงึเหมาะสาํหรบัการนํามาใชเ้ป็นพชืบําบดัแคดเมยีมโดย
อาศยักระบวนการ Phytoextraction ไดด้เีฉพาะในช่วงแรก แต่ช่วงหลงักระบวนการบําบดัแคดเมยีมของ
ขา้วโพดอาศยักระบวนการ Phytostabilization  
 

 4.1.4  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการบาํบดัแคดเมียม

ในดินของว่านเศรษฐีและถั �วเหลืองในสภาวะที�มีการกระตุ้นทางชีวภาพ 

  เมื�อปลูกว่านเศรษฐอีายุ 6 เดอืนในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�เกบ็จากพื�นที�ปนเปื�อน (50 
มลิลกิรมัตอ่กโิลกรมั) แสดงอาการจากความเป็นพษิของแคดเมยีมเลก็น้อย เช่น ใบเหลอืง และพบว่าการ
การกระตุน้ทางชวีภาพโดยการเตมิสารอาหาร C/N ratio ในดนิเท่ากบั 20:1 และการเตมิ Micrococcus sp. 
MU1 ช่วยส่งเสรมิใหว้่านเศรษฐมีคีวามยาวราก ความยาวยอด (ใบ) และนํ�าหนกัแหง้ของชวีมวลสงูสุด และ
การกระตุน้ทางชวีภาพโดยการเตมิสารอาหารและการเตมิ Arthrobacter sp. TM6 ช่วยส่งเสรมิให้ว่าน

เศรษฐีมีการสะสมแคดเมียมได้สูงสุด โดยเฉพาะในสปัดาห์ที� 9 หลงัการปลูกว่านเศรษฐใีนดนิปนเปื�อน
แคดเมยีม พบว่าว่านเศรษฐสีามารถสะสมแคดเมยีมในส่วนรากและส่วนยอด (ใบ) ไดส้งูสุด  และพบว่าว่าน
เศรษฐมีคี่า PEC และ BAF ตํ�ามาก แต่ค่า PEC และ BAF มคี่ามากขึ�นเมื�อว่านเศรษฐีมอีายุมากขึ�น 
นอกจากนี� ยงัพบว่าว่านเศรษฐทีี�ปลูกในดนิที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและการเตมิ Arthrobacter sp. TM6 
มคี่า TF มากกว่า 1.0 แสดงว่าว่านเศรษฐสีามารถเคลื�อนยา้ยแคดเมยีมที�สะสมในรากไปสู่ยอดไดด้ ีจึง
เหมาะสาํหรบัการนําว่านเศรษฐไีปใชใ้นการบําบดัแคดเมยีมในดนิโดยอาศยักระบวนการ Phytoextraction 

  ส่วนผลของการเตมิแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีมและการกระตุน้ทางชวีภาพโดยการเตมิ
สารอาหารต่อการเตบิโตและการบําบดัแคดเมยีมของถั �วเหลอืง พบว่าถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิปนเปื�อนที�มี
การกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Micrococcus sp. MU1 มกีารเตบิโตสงูสุดทุกระยะการเกบ็ตวัอย่าง และถั �ว
เหลอืงที�ปลูกในดนิปนเปื�อนและมีการกระตุ้นทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 มกีารสะสม
แคดเมยีมไดสู้งสุดทกุระยะการเกบ็ตวัอย่าง โดยถั �วเหลอืงมกีารสะสมแคดเมยีมในรากสงูกว่าในส่วนใบและ

ส่วนต้นหลายเท่า โดยถั �วเหลืองสะสมแคดเมียมได้สูงสุดในระยะหลงัการปลูกในดนิปนเปื�อน 2 เดอืน 
นอกจากนี� ยงัพบว่า ถั �วเหลอืงมคี่า PEC และ BAF สูงในช่วง 2 เดอืนหลงัปลูกในดนิปนเปื�อน โดยเฉพาะ
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ถั �วเหลอืงถั �วเหลอืงที�ปลูกในดนิปนเปื�อนที�มกีารกระตุน้ทางชวีภาพและเตมิ Arthrobacter sp. TM6 และค่า 
PEC และ BAF ลดลงเมื�อถั �วเหลอืงเขา้สู่ระยะออกเมลด็สมบรูณ์แลว้ (3 เดอืนหลงัปลูก) และถั �วเหลอืงมคี่า 
TF ตํ�ามาก ดงันั �น ถั �วเหลอืงจงึเหมาะสาํหรบันําไปเป็นพชืบาํบดัโดยอาศยักระบวนการ Phytostabilization  
 

 4.1.5  ความสามารถในการรอดชีวิตและการละลายแคดเมียมในดินปนเปื� อนของเซลล์

ตรึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมบนไคโตซานและถ่านชีวภาพ 

  เมื�อนําเซลล ์Arthrobacter sp. TM6 มาตรงึบนไคโตซานและถ่านชวีภาพ และนําไปส่อง
กลอ้งจุลทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องกราด พบว่าแบคทเีรยีสามารถเกาะบนพื�นผวิของวสัดุตรงึได ้และเมื�อ
นําเซลล์ตรงึมานับจํานวนเซลล์ที�มชีวีิต พบว่าจํานวน Arthrobacter sp. TM6 บนวสัดุตรงึไคโตซานมี
มากกว่าบนถ่านชวีภาพ อาจเนื�องมาจากรูพรุนของถ่านชวีภาพมขีนาดเลก็มากกว่าขนาดของแบคทเีรยี 
ทําให้แบคทีเรยีเขา้ไปเกาะภายในรพูรุนถ่านชีวภาพได้ยาก และเมื�อนํามาเก็บในที�อุณหภูม ิ4 องศา-
เซลเซยีส นาน 4 สปัดาห ์พบว่าจํานวนเซลลท์ี�มชีวีติของ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซานและถ่าน
ชวีภาพลดลงรอ้ยละ 25.8 และ 13.2 ตามลําดบั และพบว่าเซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 บนไคโตซาน
และถ่านชีวภาพในดินปนเปื�อนแคดเมียมมีการเจรญิเพิ�มจํานวนมากขึ�นในช่วงแรก และค่อยๆ ลดลง  
ในช่วงวนัที� 15 - 20 วนั หลงัการบม่ในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม  
 

 4.1.6  ประสิทธิภาพของเซลลต์รึงแบคทีเรียต้านทานแคดเมียมในการส่งเสริมการบาํบดั

แคดเมียมในดินของวา่นเศรษฐี 

  ผลการเตบิโตของว่านเศรษฐอีายุ 2 เดอืนในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิเซลลต์รงึ  
Arthrobacter sp. TM6 ทั �งบนไคโตซาน (T4) และเซลลต์รงึบนถ่านชวีภาพ พบว่าการเตมิเซลล์ตรงึ 
Arthrobacter sp. TM6 ทั �งบนไคโตซาน หรอืถ่านชวีภาพ ไม่มผีลต่อการเตบิโตของว่านเศรษฐ ีแต่การเตมิ
เซลลต์รงึ Arthrobacter sp. TM6 ทั �งบนไคโตซาน หรอืถ่านชวีภาพมผีลช่วยส่งเสรมิการสะมแคดเมยีมใน
ว่านเศรษฐ ีแต่การเตมิเซลล์อิสระ Arthrobacter sp. TM6 ช่วยเพิ�มการสะสมแคดเมยีมในว่านเศรษฐี
มากกว่าการใช้เซลล์ตรงึแบคทเีรยี ยกเว้นในช่วงสปัดาห์ที� 9 ของการเก็บเกี�ยวพชื ที�การใช้เซลล์ตรงึ
แบคทเีรยีบนไคโตซานช่วยส่งผลในการส่งเสรมิการสะสมแคดเมยีมในว่านเศรษฐไีด้ใกล้เคยีงกบัการใช้
เซลลอ์สิระ Arthrobacter sp. TM6 ส่วนคา่ PEC ของว่านเศรษฐมีคี่าตํ�า แต่ค่า BAF และ TF ของว่าน
เศรษฐมีคี่าเพิ�มขึ�นตามอายุของพชื โดยเฉพาะในสปัดาหท์ี� 9 หลงัการเพาะปลูกในดนิปนเปื�อนแคดเมยีม
ของชุดการทดลองที�มกีารเตมิเซลล์อสิระ Arthrobacter sp. TM6 มคี่า BAF และค่า TF สูงสุด ดงันั �น ว่าน

เศรษฐีจึงจัดเป็นพืชที�เหมาะสมต่อการนําไปใช้เป็นพืชบําบัดแคดเมียมในดินปนเปื� อนโดยอาศัย
กระบวนการ Phytoextraction 
 
 4.1.7 กลุม่ประชาคมแบคทีเรียในดินปนเปื� อนแคดเมียมที�มีการบาํบดัโดยการปลกูว่าน

เศรษฐีและเติมแบคทีเรียต้านทานแคดเมียม 

  ผลการศกึษาประชาคมแบคทเีรยีในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารปลูกว่านเศรษฐโีดยใช้
เทคนิค PCR-DGGE พบว่าดนิปนเปื�อนแคดเมยีมหลงัจากปลูกว่านเศรษฐแีละไม่มกีารเตมิ Arthrobacter 

sp. TM6 มกีลุ่มแบคทเีรยีเด่นคอื Salmonella subterranean, Arthrobacter phenanthrenivorans และ 
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Achromobacter denitrificans ส่วนในดนิปนเปื�อนแคดเมยีมที�มกีารเตมิ Arthrobacter sp. TM6 ทั �งแบบ
เซลล์อิสระหรือเซลล์ตรึงบนไคโตซานและถ่านชีวภาพหลังปลูกว่านเศรษฐี ยังสามารถตรวจพบ 
Arthrobacter sp. TM6 ไดใ้นดนิรว่มกบัการพบแบคทเีรยีเด่นกลุ่มเดยีวกบัดนิชุดควบคุมที�ไม่มกีารเตมิ 
Arthrobacter sp. TM6 

 
 
4.2 ข้อเสนอแนะ 

จากผลการวจิยัที�ไดจ้ากการศกึษานี�สามารถใหข้อ้เสนอแนะสําหรบัการทําวจิยัต่อไปในประเดน็ที�
เกี�ยวขอ้งกบัเทคโนโลยกีารบําบดัแคดเมยีมในดนิปนเปื�อนโดยใชพ้ชืร่วมกบัแบคทเีรยีตา้นทานแคดเมยีม
และการกระตุ้นทางชวีภาพโดยการเตมิสารอาหาร รวมทั �งการใช้เซลล์ตรงึแบคทเีรยีในกระบวนการเติม

แบคทเีรยีในดนิปนเปื�อน ไดด้งันี� 
4.2.1 ควรศึกษาพืชกลุ่มอื�นๆ ที�มีศกัยภาพการบําบดัเป็นทั �งแบบ Phytoextraction และ 

Phytostabilization และควรเป็นพชืที�ไมเ่กี�ยวขอ้งกบัพชือาหาร รวมทั �งเลอืกชนิดพชืที�มมีลูค่าทางเศรษฐกิจ
เช่น พชืพลงังาน 

4.2.2   ควรพฒันารปูแบบเซลลต์รงึแบคทเีรยีที�สามารถตรงึเซลล์แบคทเีรยีไดใ้นปรมิาณสูง และมี
อตัราการรอดชวีิตสูง รวมทั �งศกึษาสภาวะที�ช่วยส่งเสรมิใหแ้บคทเีรยีในวสัดุตรงึสามารถปรบัตวักลบัมา
เจรญิเพิ�มจาํนวนไดด้ ีเมื�อมกีารนําเซลลต์รงึแบคทเีรยีไปเตมิในดนิปนเปื�อน  

4.2.3   ควรศกึษารปูแบบของการปลูกพชืบําบดัร่วมกบัการใชแ้บคทเีรยีตา้นทานโลหะหนกัแบบ 
Plant co-cropping เพื�อช่วยเร่งกระบวนการบําบดัโลหะหนักในดนิไดด้ขีึ�น รวมทั �งการนําเทคโนโลยกีาร
บาํบดัโลหะหนกัโดยใชพ้ชืรว่มกบัแบคทเีรยีไปศกึษาในพื�นที�ปนเปื�อนจรงิ  

4.2.4 ควรศึกษาการปนเปื�อนโลหะหนักในรูปแบบ Co-contamination ร่วมกบัสารมลพิษ
สิ�งแวดลอ้มชนิดอื�นๆ เช่น นํ�ามนัปิโตรเลยีม สารปราบศตัรพูชื  

4.4.5   การพฒันาเทคโนโลยกีารบําบดัโลหะหนักโดยใชพ้ชืร่วมกบัแบคทเีรยีไปใชใ้นการป้องกนั
การแพรก่ระจายของโลหะหนกัออกจากพื�นที�ที�มคีวามเสี�ยงในการแพรก่ระจายโลหะหนกัออกสู่สิ�งแวดลอ้ม 
ไดแ้ก่ โรงงานแปรรปูโลหะหนกั บ่อฝังกลบขยะอนัตราย เป็นตน้ 
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Plant Root Elongation
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Abstract

	 A cadmium resistant rhizobacterium, Pseudomonas sp. PM2, was isolated from plant roots. It is highly resistant 
to cadmium toxicity. The minimum inhibitory concentrations of cadmium for Pseudomonas sp. PM2 is 2100 mg/L. 
Pseudomonas sp. PM2 produced high levels of siderophore and rhamnolipid biosurfactant in 74.88 μM of deferoxamine 
mesylate equivalents and 329.54 mg/L, respectively. It was able to remove cadmium ion in an aqueous solution by 
69.84% at the initial cadmium ion concentration of 25 mg/L. Pseudomonas sp. PM2 significantly increased cadmium 
bioavailability in contaminated soil by increasing DTPA-extractable cadmium concentration or a bioavailable form of 
cadmium. The increase in cadmium bioavailability in soil helps to promote cadmium uptake by plants for cadmium 
phytoextraction. In addition, Pseudomonas sp. PM2 had no positive or negative effects on seed germination and root 
elongation of Glycine max L. under the absence and presence of cadmium. Our findings suggest that Pseudomonas sp. PM2 
could be useful in the further development of biological treatment of cadmium in contaminated water and soil.

Keywords: cadmium; siderophore; biosurfactant; Pseudomonas sp.; Glycine max L.
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Abstract

The aim of the present study was to standardize and to assess the predictive value of the cytogenetic analysis
by Micronucleus (MN) test in fish erythrocytes as a biomarker for marine environmental contamination. Micronucleus
frequency baseline in erythrocytes was evaluated in and genotoxic potential of a common chemical was determined
in fish experimentally exposed in aquarium under controlled conditions. Fish (Therapon jaruba) were exposed for 96
hrs to a single heavy metal (mercuric chloride). Chromosomal damage was determined as micronuclei frequency in
fish erythrocytes. Significant increase in MN frequency was observed in erythrocytes of fish exposed to mercuric
chloride. Concentration of 0.25 ppm induced the highest MN frequency (2.95 micronucleated cells/1000 cells compared
to 1 MNcell/1000 cells in control animals). The study revealed that micronucleus test, as an index of cumulative
exposure, appears to be a sensitive model to evaluate genotoxic compounds in fish under controlled conditions.

Keywords: genotoxicity; mercuric chloride; micronucleus
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1. Introduction

In India, about 200 tons of mercury and its
compounds are introduced into the environment
annually as effluents from industries (Saffi, 1981).
Mercuric chloride has been used in agriculture as a
fungicide, in medicine as a topical antiseptic and
disinfectant, and in chemistry as an intermediate in
the production of other mercury compounds. The
contamination of aquatic ecosystems by heavy
metals and pesticides has gained increasing attention
in recent decades. Chronic exposure to and
accumulation of these chemicals in aquatic biota
can result in tissue burdens that produce adverse
effects not only in the directly exposed organisms,
but also in human beings.

Fish provides a suitable model for monitoring
aquatic genotoxicity and wastewater quality
because of its ability to metabolize xenobiotics and
accumulated pollutants. A micronucleus assay has
been used successfully in several species (De Flora,
et al., 1993, Al-Sabti and Metcalfe, 1995). The
micronucleus (MN) test has been developed
together with DNA-unwinding assays as
perspective methods for mass monitoring of
clastogenicity and genotoxicity in fish and mussels
(Dailianis et al., 2003).

The MN tests have been successfully used as
a measure of genotoxic stress in fish, under both

laboratory and field conditions. In 2006 Soumendra
et al., made an attempt to detect genetic biomarkers
in two fish species, Labeo bata and Oreochromis
mossambica, by MN and binucleate (BN)
erythrocytes in the gill and kidney erythrocytes
exposed to thermal power plant discharge at
Titagarh Thermal Power Plant, Kolkata, India.

The present study was conducted to determine
the acute genotoxicity of the heavy metal compound
HgCl2 in static systems. Mercuric chloride is toxic,
solvable in water hence it can penetrate the aquatic
animals. Mutagenic studies with native fish species
represent an important effort in determining the
potential effects of toxic agents. This study was
carried out to evaluate the use of the micronucleus
test (MN) for the estimation of aquatic pollution
using marine edible fish under lab conditions.

2. Materials and methods

2.1. Sample Collection

The fish species selected for the present study
was collected from Pudhumadam coast of Gulf of
Mannar, Southeast Coast of India. Therapon
jarbua belongs to the order Perciformes of the
family Theraponidae. The fish species, Therapon
jarbua (6-6.3 cm in length and 4-4.25 g in weight)
was selected for the detection of genotoxic effect
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1. Introduction

	 Cadmium (Cd) contamination in water and soil is 
one of an important environmental problem because 
it is not biodegradable and persists indefinitely in 
the environment. It causes adverse effects on human 
health and other living organisms by disintegrating 
cell organelles and disrupting the membranes and the 
physiological process (Khan et al., 2009). Several 
treatments have been applied to clean-up water and 
soil that are contaminated by cadmium. Biological 
treatment is the use of plants and microorganisms 
to remove cadmium, which is considered as the 
best-environmental friendly method for treatment of 
cadmium in contaminated water and soil. Phytoex-
traction is the use of living green plants to uptake 
and accumulate heavy metals from the soil or water 
into the roots and shoots of the plants (Kumar et al., 
1995). However, cadmium phytoextraction has some 
limitations, in particular a low cadmium bioavailability 
in soil and a slow plant growth rate due to cadmium 
toxicity (Glick, 2010). 
	 Rhizobacteria are root-colonizing bacteria which 
inhabit many plants. Rhizobacteria have facilitated 
plant growth and development via direct and indirect 
mechanisms which are called plant growth promoting 
rhizobacteria (PGPR) (Glick, 2010). They can promote  
plant growth in several ways e.g., fix nitrogen, 

solubilization of mineral phosphate and other 
nutrients, and production of siderophores, plant growth 
hormones and antimicrobial metabolites (Bloemberg 
and Lugtenberg, 2001). In particular, siderophores, 
iron-chelating agent, are secreted by microorganisms 
under iron-starved conditions and solubilize iron for 
increasing iron uptake for plant growth (Burd et al., 
2000). They not only bind to iron, but they also bind 
to other divalent heavy metals e.g. zinc, copper, lead 
and cadmium and result in increasing metal solubili-
zation or bioavailability in soil, thus enhancing heavy 
metal uptake by plants (Nair et al., 2007; Braud et al., 
2009; Rajkumar et al., 2010). Apart from siderophores, 
biosurfactant can bind to metals and increase metal 
solubilization (Thavasi et al., 2008). Removal of zinc 
and cadmium from soil by immobilized biosurfactant-
producing bacteria has been reported by Sarin and 
Sarin (2010).
	 Pseudomonas sp. PM2, a cadmium-resistant 
rhizobacterium, was isolated from the root of Brussus 
flabellifer Linn. by Duangboobpha et al. (2013). It can 
grow well in the culture medium containing cadmium. 
This research focuses on the production of siderophores 
and biosurfactant by Pseudomonas sp. PM2 and the 
correlation between the cell growth and siderophores 
and biosurfactant production. Other plant growth- 
promoting properties, including phosphorous solubili-
zation and indole-3-acetic acid (IAA) production were 
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also assessed. The abilities of this strain on removal 
of cadmium from aqueous solution and increasing 
cadmium bioavailability in contaminated soil were 
evaluated. In addition, the effects of Pseudomonas sp. 
PM2 on the seed germination and root elongation of 
Glycine max L. under cadmium toxic conditions were 
also investigated.

2. Materials and Methods

2.1. Cultivation of a cadmium-resistant rhizobacterium 
and its minimum inhibitory concentration of cadmium

	 Pseudomonas sp. PM2 was cultured in Luria-
Bertani (LB) agar (Criterion, USA) amended with 3 
mM of cadmium nitrate. The long-term preservation 
of this strain was performed in LB broth supplemented 
with glycerol at -70oC (Watcharamusik et al., 2008). The 
minimum inhibitory concentration (MIC) of cadmium 
was determined according to the method of Raja et al. 
(2006) with some modification. 

2.2. Quantitative determination of the levels of 
siderophores and biosurfactant production at different 
growth phases

	 The levels of siderophores produced from 
Pseudomonas sp. PM2 which was cultivated in M9 
miminal medium (Difco, USA) were determined in 
the form of deferoxamine mesylate (DFAM), one of 
the hydroxamate siderophores (Amico et al., 2008) 
according to the method of Schwyn and Neilands 
(1986). To determine the levels of biosurfactant 
production in form of rhamnolipid, Pseudomonas 
sp. PM2 was cultured in modified minimal medium 
(Pacheco et al., 2010) at 28oC with conditional shaking. 
The level of rhamnolipid biosurfactant was 
determined by orcinol assay (Chandrasekaran and 
Bemiller, 1980). In addition, bacterial growth was 
monitored by measuring cell density or optical density 
(OD) using spectrophotometer at wavelength 600 nm  
(OD600).

2.3. Biosorption of cadmium ion from aqueous solution 
by a cadmium-resistant rhizobacterium 

	 The cadmium biosorption experiment was 
carried out by the method as described previously by 
Prapagdee et al. (2013). Briefly, Pseudomonas sp. 
PM2 was inoculated in LB broth and shook overnight. 
Bacterial cells were harvested by centrifugation 
and washed twice with a sterile 50 mM phosphate 
buffer. Cell pellets were re-suspended in different 
concentrations of cadmium ion, including 25, 50 and 

75 mg/L, and shaken for 10 h at room temperature. 
Bacterial cells were separated from cadmium solution 
by centrifugation at 10,000 rpm for 20 min. The 
supernatant was digested by nitric acid using open tube 
digestion method. Cadmium concentration was analysed 
by Flame Atomic Absorption Spectrophotometer 
(FAAS) (Varian spectra model AA240FS, USA) and 
the percentage of cadmium removal efficiency was 
calculated.

2.4. Effects of a cadmium-resistant rhizobacterium 
on the increasing of cadmium bioavailability in 
contaminated soil

	 Cadmium-contaminated soil was collected from 
an agricultural area at Mae Sot district, Tak province, 
northern Thailand. Soil was digested by hot plate 
method of 3050B US.EPA (1996). The digested sample 
was filtrated through Whatman filter paper No. 41 before 
analysis of total cadmium concentration using FAAS. 
The bioavailable or extractable form of cadmium in soil 
was extracted by diethylene triamine pentaacetic acid 
(DTPA)-triethanolamine (TEA) solution (Faust and 
Christians, 2000) and analysed by FAAS. The method 
for testing cadmium solubilization in contaminated 
soil was previously described by Kijawatworawet 
et al. (2014). 

2.5. Study of plant growth-promoting properties in a 
cadmium-resistant rhizobacterium

	 The ability on phosphorous solubilization in 
Pseudomonas sp. PM2 was assayed using the method 
of Picovskaya’s (1948). Briefly, overnight cells of 
Pseudomonas sp. PM2 were dropped on Picovskaya’s 
agar plate and incubated at 28oC for 7 days. The diameter 
of the halo zone which appeared on Picovskaya’s agar 
was measured. The levels of indole-3-acetic acid (IAA) 
produced from Pseudomonas sp. PM2 at different 
growth phased were analyzed according to the method 
of Bric et al. (1991) with some modification. Briefly, a 1 
mL of cell-free supernatant was mixed vigorously with 
2 mL of Salkowski’s reagent and allowed to stand for 20 
min before measuring the absorbance at a wavelength 
of 530 nm. The levels of IAA were determined using 
a standard calibration curve generated from analytical 
grade IAA (Sigma, USA).

2.6. Plant root elongation assay on filter paper culture

	 Preparation of bacterial cells and an in vivo root 
elongation assay were conducted according to the 
methods of Prapagdee et al. (2013). The seeds of 
G. max L. were surface sterilized with a mixture of an 

C. Sangthong et al. / EnvironmentAsia 8(1) (2015) 94-100
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equal volume of absolute ethanol and 30% hydrogen 
peroxide and washed twice with sterile distilled water. 
Various concentrations of cadmium ion, including 0, 
25, 50 and 75 mg/L, were applied to sterile filter paper 
in a Petri dish. G. max L. seedlings were soaked with 
Pseudomonas sp. PM2 and aseptically placed on a 
sterile filter paper containing different concentrations of 
cadmium ion. G. max L. seedlings which were soaked 
in a sterile 50 mM phosphate buffer were carried out 
as a control experiment. Petri dishes were incubated at 
room temperature in dark condition for 10 days. The 
seed germination, root length and root fresh weight of 
these seedlings were observed and measured. 

3. Results and Discussion

3.1. Growth and a MIC of cadmium 

	 Pseudomonas sp. PM2 grew well on LB agar 
amended with 3 mM cadmium nitrate. The number 
of viable cells in LB broth supplemented with 3 mM 
cadmium nitrate was 2.0×108 CFU/mL. The MIC value 
of cadmium for Pseudomonas sp. PM2 was 2100 mg/L. 
MIC represents the resistant ability of bacteria to a 
specific substance that causes inhibition of bacterial 
growth. Kijawatworawet et al., (2014) reported that 
MIC value of cadmium for Pseudomonas sp. TS32, 
a siderophores-producing bacterium, was 400 mg/L. 
Pseudomonas aeruginosa BS15 resisted to 500 mg/L 
of cadmium and it had resistant ability against other 
heavy metals e.g. chromium, lead, nickel (Raja et al., 

2006). It indicates that Pseudomonas sp. PM2 has a 
high tolerance to cadmium toxicity. 

3.2. Levels of siderophore and biosurfactant produced 
from a cadmium-resistant rhizobacterium

	 The yield of siderophores in Pseudomonas sp. 
PM2 was slightly low in the beginning of a growth 
period (the lag phase) and sharply increased with an 
exponential phase of growth. The high levels of 
siderophores produced from Pseudomonas sp. PM2 
were observed when cells entered the stationary phase 
of growth (24 h) and siderophore production stabilized 
throughout the incubation period (69.02-74.88 μM) 
(Fig. 1). The results found that the highest level of 
siderophores produced from Pseudomonas sp. PM2 was 
observed at the stationary phase of growth. Similar to 
the study of Kijawatworawet et al. (2014), the highest 
level of siderophores produced by Pseudomonas sp. 
TS32 (59.19 μM) was observed at the stationary phase. 
Pseudomonas azotoformans produced the highest 
siderophores after 48 h of incubation (Nair et al., 
2007). The pH and the presence of iron and other heavy 
metals have an influence on siderophore production 
(Rajkumar et al., 2010). Siderophore biosynthesis in 
Pseudomonas aeruginosa strain KUCd1, a cadmium-
resistant bacterium was induced by cadmium (Sinha 
and Mukherjee, 2008).
	 Pseudomonas sp. PM2 produced the highest level 
of rhamnolipid biosurfactant by 329.54 mg/L at 96 h of 
incubation period in modified minimal medium (Fig. 2). 

Figure 1. Time-course experiments of siderophores production and growth of Pseudomonas sp. PM2 cultured in a M9 
minimal medium
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The yields of rhamnolipid biosurfactant production 
sharply increased after 36 h of growth period (the 
exponential phase). Rhamnolipid biosurfactant which 
produced mainly by P. aeruginosa and Burkholderia 
spp. consists of one or two rhamnoses linked to one 
or two chains of β-hydroxy fatty acid (Perfumo et al., 
2006). Rosa et al. (2010) reported that P. aeruginosa 
LBM10 produced rhamnolipid biosurfactant by 4500 
mg/L. Modified minimal medium contains glycerol, a 
simple fatty acid precursor, which served as a carbon 
source for bacterial growth (Silva et al., 2010). The 
suitable sources of carbon for rhamnolipid production 
in P. aeruginosa are glycerol, glucose, n-alkanes and 
triglycerides (Lang and Wullbrandt, 1999).

3.3. Ability of a cadmium-resistant rhizobacterium on 
cadmium removal in aqueous solution  

	 The percentages of cadmium removal in aqueous 
solution by Pseudomonas sp. PM2 at cadmium ion 
concentrations of 25, 75 and 100 mg/L were 69.84, 
47.86 and 41.68%, respectively. It indicates that 
Pseudomonas sp. PM2 acts as cadmium biosorbent to 
remove the cadmium ion from an aqueous solution.  
Heavy metals can bind to bacterial cell walls and 
extracellular polymeric substances and precipitated  
in aqueous solution (Ahalya et al., 2003). The 
percentages of arsenic removal using P. azotoformans, 
a siderophore-producing bacterium, diaminetetra acetic 
acid (EDTA) and citric acid were 92.8, 77.3 and 70.0%, 
respectively (Nair et al., 2007). In addition, Huang and 
Liu (2013) reported that Pseudomonas sp. LKS06, a 
biosurfactant-producing bacterium was able to remove 
cadmium and lead ions from aqueous solution. Our 

findings indicate that the efficiency of cadmium ion 
removal in aqueous solution by Pseudomonas sp. PM2 
involved the actions of siderophore and biosurfactant. 

3.4. Increasing of cadmium bioavailability in contami-
nated soil by a cadmium-resistant rhizobacterium

	 Pseudomonas sp. PM2 was added in a sterilized 
cadmium contaminated soil at the initial soil cadmium 
concentration of 46.37 mg/kg for 7 days compared to 
the uninoculated control. The results of concentrations 
of soil cadmium, water soluble cadmium and 
DTPA-extractable cadmium are presented in Table 1. 
Concentrations of soil cadmium and water-soluble 
cadmium in soil with Pseudomonas sp. PM2 inoculation 
and the uninoculated control were not significant 
difference (p<0.05). Interestingly, concentration of 
DTPA-extractable cadmium in soil with Pseudomonas 
sp. PM2 inoculation was higher than that of the 
uninoculated control soil. DTPA-extractable fraction is 
suitable for assessing the bioavailability of cadmium 
in soil (Prokop et al., 2003). DTPA, a chelating agent, 
has the potential to increase the bioavailability of 
unavailable heavy metal fractions (Karami and 
Shamsuddin, 2010).Our result indicates that 
Pseudomonas sp. PM2 was able to increase cadmium 
bioavailability in contaminated soil. The bioavailable 
form of cadmium is easily uptaken by plants (Sheng 
and Xia, 2006). Several investigations have reported the 
application of siderophore or biosurfactant-producing 
bacteria for improving heavy metal bioavailability 
and heavy metal phytoextraction in contaminated soil 
(Braud et al., 2009; Rajkumar et al., 2010; Sarin and 
Sarin, 2010; Rufino et al., 2012).

Figure 2. Time-course experiments of rhamnolipid biosurfactant production and growth of Pseudomonas sp. PM2 cultured 
in a modified minimal medium
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3.5. Other plant growth promoting properties of by a 
cadmium-resistant rhizobacterium and its effects on 
seed germination and root elongation of G. max L. 
under cadmium toxic condition

	 Pseudomonas sp. PM2 was not able to solubilize  
phosphate and produced very low levels of IAA 
(Fig. 3). The ability of rhizobacteria on phosphate 
solubilization and IAA production are important 
properties of plant-growth promoting rhizobacteria. It 
suggests that Pseudomonas sp. PM2 did not have these 
plant-growth promoting properties. In order to apply 
Pseudomonas sp. PM2 for cadmium phytoextraction, 
the effects of this cadmium-resistant rhizobacterium 
on seed germination and plant root elongation were 
assessed. The results found that Pseudomonas sp. 
PM2 had no effect on seed germination of G. max L. 
compared to the uninoculated control. The root length 
and root fresh weight of G. max L. seedlings decreased 
with increasing cadmium concentrations. Root length 
and root fresh weight of G. max L. seedlings at toxic 
concentrations of cadmium were not significantly 
increased by Pseudomonas sp. PM2 (Fig. 4). It was due 
to the fact that, Pseudomonas sp. PM2 did not produce 
high amounts of IAA. IAA promotes root elongation 
and cell division in plants that enhances nutrient uptake. 

It has been reported that IAA-producing rhizobacteria 
promoted root elongation in Helianthus annuus L. 
seedlings under cadmium toxic conditions (Prapagdee 
et al., 2013). Neither positive nor negative effects on 
root elongation of G. max L. seedlings by Pseudomonas 
sp. PM2 were observed under the absence or presence 
of cadmium. Our findings suggest that Pseudomonas 
sp. PM2 can be safely used for improving cadmium 
bioavailability in contaminated soil for cadmium 
phytoextraction.

4. Conclusion

	 Pseudomonas sp. PM2, a cadmium-resistant 
rhizobacteria, produced siderophore and rhamnolipid 
biosurfactant. It was able to remove cadmium ion in 
aqueous solution. In addition, this strain effectively  
increased cadmium bioavailability in cadmium 
contaminated soil resulting in increasing cadmium 
uptake by plants. Pseudomonas sp. PM2 neither 
inhibited nor promoted the seed germination and 
root elongation of G. max L. under the absence and 
presence of cadmium. Our findings clearly demonstrate 
that Pseudomonas sp. PM2 could be useful for further 
development of biological treatment of cadmium in 
polluted water and soil. 

Figure 3. Time-course experiments of IAA production and growth of Pseudomonas sp. PM2 cultured in LB broth

Table 1. Cadmium concentrations in contaminated soil

Treatment
Cadmium concentration (mg/kg)

Soil cadmium Water-soluble cadmium DTPA-extractable cadmium
No bacteria added (Control) 42.43 ± 1.97a 0.77 ± 0.06a 26.13 ± 0.45a

Pseudomonas sp. TS32 40.37 ± 2.13a 0.75 ± 0.00a 28.73 ± 0.15b

Means and the S.E. (n = 5) followed by the different letter within columns were significantly different (p < 0.05) according 
to Duncan’s multiple range test.
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Abstract A field study of cadmium phytoremediation by

Ocimum gratissimum L. and the potential enhancement by

two cadmium-resistant bacteria, Ralstonia sp. TISTR 2219

and Arthrobacter sp. TISTR 2220, were explored in a

cadmium-polluted agricultural area. The results demon-

strated the ability of one of the bacterial strains to promote

cadmium accumulation in O. gratissimum L. planted in soil

with cadmium concentrations till 65.2 mg kg-1. After

transplantation in contaminated soil for 2 months, soil

inoculation with Arthrobacter sp. enhanced cadmium ac-

cumulation in the roots, above-ground tissues, and whole

plant of O. gratissimum L. by 1.2-fold, 1.4-fold, and 1.1-

fold, respectively, compared with the untreated control.

The presence of Arthrobacter sp. in soil facilitated cad-

mium phytoremediation in O. gratissimum L. similar to

that of an EDTA application. Seeds of O. gratissimum L.

grown in polluted soil contained undetectable to negligible

concentrations of cadmium. Significant increases in the

bioconcentration and translocation factors of O. gratissi-

mum L. were observed in Arthrobacter sp.-inoculated

plants at only 2 months post-transplant compared with the

uninoculated control. The highest percentage of cadmium

removal was found in soil used to cultivate EDTA-treated

O. gratissimum L., followed by an Arthrobacter sp.-

inoculated plant. Our findings suggest that the synergistic

use of Arthrobacter sp. with O. gratissimum L., an essential

oil-producing crop, could be a feasible economic and

environmental option for the reclamation of cadmium-

polluted areas.

Keywords Cadmium-contaminated soil �
Phytoremediation � African basil � Arthrobacter � Ralstonia

Introduction

Cadmium is a non-essential metal with the potential to be

highly toxic to living organisms. Important sources of

cadmium contamination in the environment are zinc mines

and smelting plants. Agricultural soil surrounding zinc

mining areas in the northern part of Thailand has a high

cadmium concentration (Phaenark et al. 2009). Several

edible crops in cadmium-contaminated soil can easily take

up and accumulate cadmium, thus passing the contamina-

tion to consumers via the food chain (Moreno et al. 2002).

Excessive intake of cadmium-contaminated food causes

Itai–itai disease (Makino et al. 2007). More than 10 % of

the villagers who live in this area had higher cadmium

concentrations in their blood and urine than what is con-

sidered safe (Department of Environmental Quality Pro-

motion 2011). According to the standard of the World

Health Organization (WHO), cadmium concentrations in

blood and urine that are considered safe levels are no more

than 5 lg L-1 and 5 lg g-1 of creatinine, respectively.

The cleanup methods have been urgently developed for the

reclamation of this cadmium-polluted agricultural site.

Phytoremediation is an alternative green technique that

uses plants to remove heavy metals from the environment

or to render them harmless by an uptake of contaminants

from the root to other parts of the plants (Kumar et al.

1995). In comparison with other remediation technologies,

phytoremediation is considered an efficient, low-cost, eco-
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friendly, solar-driven, and socially acceptable technology

(Weis and Weis 2004; Ali et al. 2013).

Ocimum gratissimum L., or African basil, is an essential

oil-producing or aromatic crop. Essential oil is used as an

aromatic agent in several non-food industries as a high-

value product (Zheljazkov et al. 2008a). Some aromatic

crops can accumulate cadmium, copper, and lead, but these

heavy metals do not pass from plant tissues to the extracted

essential oils (Zheljazkov et al. 2006). Thus, this plant

could be grown safely as a cash crop in cadmium-polluted

soil without cadmium contamination in its essential oil.

However, there is an important limitation in solely relying

on plants for the phytoextraction of metal-contaminated

soils, as the degree to which plants are able to take up

cadmium also depends on the bioavailability of cadmium

in the soil (Benavides et al. 2005). To solve this problem,

soil bioaugmentation with bacteria that assists heavy metal

phytoremediation is a promising method for cleaning up

contaminated soil (Lebeau et al. 2008). Some bacteria are

able to increase metal mobility and bioavailability to plants

by producing exopolymers (Prapagdee et al. 2012). Ex-

opolymers bind to heavy metals and increase heavy metal

mobility in contaminated soil (Jensen-Spaulding et al.

2004). An increase in metal solubility or mobility in the

soil leads to better metal uptake by the plant and enhances

phytoremediation in contaminated soil.

Current research is lacking in field experimental evi-

dence on the effectiveness of bacterial-assisted cadmium

phytoremediation. Our previous research reports that two

strains of cadmium-resistant bacteria, Ralstonia sp. TISTR

2219 (formerly strain TAK1) and Arthrobacter sp. TISTR

2220 (formerly strain TM6), increase the water solubility

of cadmium in the soil (Prapagdee et al. 2012). In addition,

Arthrobacter sp. TISTR 2220 was able to increase cad-

mium uptake and accumulation in O. gratissimum L. in

controlled pot experiments (Khonsue et al. 2013). Hence,

this is the first experimental study to document the feasi-

bility of using cadmium-resistant bacteria to assist cadmi-

um phytoremediation by aromatic O. gratissimum L. crops

in a real-world cadmium-polluted agricultural area. This

research was performed at a cadmium-contaminated area

located in Mae Sot district, Tak Province, northern Thai-

land, between February 2013 and January 2014.

Materials and methods

Bacterial strains and inocula preparation

Ralstonia sp. TISTR 2219 and Arthrobacter sp. TISTR

2220, cadmium-resistant bacteria, were isolated from cad-

mium-contaminated soil as described by Prapagdee and

Watcharamusik (2009) and Prapagdee et al. (2012). These

bacteria were cultivated in Luria–Bertani (LB) broth

(Criterion, USA) at 30 �C with 150 rpm shaking. Bacterial

inocula were prepared according to the methods described

by Prapagdee et al. (2013). The cell turbidity of the pre-

pared bacterial cells was adjusted to an optical density of

0.2 at 600 nm (OD600), and the viable cell numbers of each

bacterial strain were approximately 2 9 1010 CFU mL-1.

Cultivar of O. gratissimum L.

Ocimum gratissimum L. seedlings were grown in 25 cm

diameter of plastic pots containing garden soil for

3 months under greenhouse conditions. The stem height of

3-month-old O. gratissimum L. plants was approximately

20 cm. The plants were transplanted into cadmium-con-

taminated soil at the study site.

Description of the experimental study site

This study site is located near zinc mines and smelting

plants in Mae Sot district, Tak Province, northern Thailand

(N 16� 40.593, E 098� 37.630) (Fig. 1). The main use of

the land at this site is to grow edible crops such as rice,

maize, mung bean, and soybean. Cadmium contamination

in this area has been detected in soil and crops since 2000.

Polluted agricultural soil containing cadmium at a con-

centration of 65.2 ± 2.2 mg kg-1 was selected for this

study. The concentration of cadmium bioavailability

(DTPA-extractable concentration) was 26.13 ± 0.45

mg kg-1. The physical and chemical characteristics of soil

at this site were as follows: loamy soil texture, pH (1:1 w/v

H2O) 7.2, electrical conductivity (1:5) of 0.20 mS cm-1,

cation exchange capacity of 13.8 cmol kg-1, 3.8 % or-

ganic matter, 0.19 % total nitrogen, 10.7 mg kg-1 avail-

able phosphorous, 80 mg kg-1 extractable potassium,

363 mg kg-1 extractable sodium, 5155 mg kg-1 ex-

tractable calcium, and 555 mg kg-1 extractable magne-

sium (Prapagdee et al. 2013). The bulk density of this

agricultural soil was 1.7 g cm-3. The number of indige-

nous, viable soil bacteria in the contaminated soil was

determined by spreading onto LB agar supplemented with

3 mM cadmium nitrate (Cd(NO3)2), and the number of

indigenous viable soil bacteria was 1.4 9 103 CFU g-1

(3.2 log10 CFU g-1).

Field trial experiments

Preparation of plots for plant cultivation and experimental

design

The experimental plot was 30 m2 with a width of 5 m and a

length of 6 m. The soil was ridged at a width of 50 cm, a

length of 6 m, and a height of 15 cm for four rows. Each
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row was divided into two sub-rows and set for one treat-

ment. There were a total of four treatments with eight sub-

rows. Eight of 3-month-old O. gratissimum plants were

transplanted into each sub-row with a 35-cm interval be-

tween each plant. The first row was a control treatment

with no bacterial inoculation. The second and third rows

were inoculated with Ralstonia sp. TISTR 2219 and

Arthrobacter sp. TISTR 2220, respectively. The size of the

bacterial inoculum applied to the soil of each treatment was

1 % (v/w). A suspension of each bacterial inoculum was

directly sprayed in the soil at the area of the plant root zone

and mixed thoroughly before plantation. A synthetic

chelating agent, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),

was added to the fourth row at a concentration of

30 mg kg-1 as a positive chemical control. The total vol-

ume of bacterial inocula and EDTA added to the soil was

calculated based on the bulk density of soil at 20 cm depth

based on the plant root. Plants were watered daily and

sprayed with insecticide weekly for 6 months. The water

pH for irrigation was 7.85. Cadmium concentration in

water used in this experiment was below 0.01 mg L-1, the

detection limit of a flame atomic adsorption spectropho-

tometer (FAAS; Varian spectra model AA240FS, USA).

Plant and soil analysis

At least three plant samples were randomly selected from

each sub-row at 2 and 6 months after transplantation.

Rhizosphere soil was aseptically collected, and the number

of viable rhizobacteria was determined by spreading on LB

agar containing 3 mM Cd(NO3)2. Harvested plants were

thoroughly washed with tap water and rinsed twice with

deionized water. The plants were divided into root and

shoot parts and oven-dried at 80 �C before being weighed.

Plant growth was evaluated by measuring the stem height,

root length, and dry weight. Cadmium concentration in

each part of the dried plants was acidic digested in 2:1 of

HNO3 and HClO4 by volume with the microwave digestion

method (Milestone model Ethos One, Italy) according to

the methods of US EPA method 3052 and Simmons et al.

(2003). Cadmium concentrations in digested samples of

soil and plants were analyzed by a FAAS. Soil samples

Fig. 1 Location map of cadmium-polluted site (star symbol) at Mae Sot District, Tak Province, northern Thailand

Int. J. Environ. Sci. Technol. (2015) 12:3843–3852 3845

123

Author's personal copy



were also collected at 2 and 6 months. Each soil sample

was digested in a mixture of concentrated HNO3 and

concentrated HCl (1:3 by volume) with the microwave

digestion method (McGrath and Cunliffe 1985). Cadmium

concentration in acid-digested soil was measured by

FAAS.

Data analysis

The ratio of dry weight roots to dry weight shoots was

calculated for comparison of plant growth in each treat-

ment (Chiu et al. 2006). The bioconcentration factor (BCF)

was determined by calculating the ratio of metal concen-

tration in the plant to that in the soil around the plant roots

(Kumar et al. 1995). The translocation factor (TF) was

calculated by dividing metal concentration in the above-

ground tissues with that in the roots (Mattina et al. 2003).

The total cadmium accumulation in plants was calculated

by multiplying cadmium concentration in plant tissues with

dry weight biomass.

Statistical analysis

Each experiment was performed at least in triplicate. The

mean ðxÞ and standard error (SE) of plant growth and

cadmium concentration in plants and soil for all treatment

groups were calculated. We report the results based on the

one-way analysis of variance followed by the Duncan

multiple range test at 95 % confidence intervals.

Results and discussion

Effects of cadmium-resistant bacteria on the growth

performance of O. gratissimum L. transplanted

into cadmium-polluted soil

We conducted this study over a period of 6 months. The

results showed that all O. gratissimum L. plants grew

normally in the heavily cadmium-contaminated soil

(65.2 ± 2.2 mg kg-1) without suffering from phyto-

toxicity. There was no sign of growth retardation during

plantation in cadmium-contaminated soil. Main visible

symptoms of cadmium toxicity such as chlorosis, leaf rolls,

and stunting, were not observed in O. gratissimum L. The

results of the plant growth and biomass measurements are

presented in Table 1. The root length, shoot height, and

total dry biomass of O. gratissimum L. did not significantly

increase (p\ 0.05) after the bacterial or EDTA applica-

tions compared with the control group during both the

2- and 6-month periods. Both growth rate and plant yield of

O. gratissimum L. are high under these experimental con-

ditions. The dry plant biomass at 6 months after transplant

in all treatments increased by 6.5-fold–8.1-fold in com-

parison with plants at 2 months after transplant.

In addition, the root-to-shoot ratios of plants inoculated

with Ralstonia sp., Arthrobacter sp., and EDTA were not

significantly different from the control group. Higher

shoot dry weights were observed for all treatments at

6 months after transplant, resulting in a lower root-to-

shoot ratio compared with the ratios at 2 months post-

transplant. Previous studies have been shown that the

root-to-shoot ratio is high in stressful environments and

nutrient-deficient conditions, and shoot tissues are more

sensitive to heavy metal toxicity than are root tissues

(Chiu et al. 2006). In general, cadmium inhibits root and

shoot lengths as well as overall plant growth and inter-

feres with nutrient uptake (Belimov et al. 2005; Benavides

et al. 2005). However, some plants have evolved

mechanisms to control the uptake, accumulation, and

detoxification of heavy metals, including the use of phy-

tochelatins and metallothioneins (Benavides et al. 2005).

Our findings indicated that O. gratissimum L. tolerated

cadmium toxicity in soil at a cadmium concentration till

65.2 mg kg-1.

These results revealed that none of the tested bacterial

strains directly promoted plant growth. It was due to Ral-

stonia sp. and Arthrobacter sp. that produced very low

levels of a plant growth hormone, indole-3-acetic acid

(IAA) (Khonsue et al. 2013). In contrast, plant-growth-

promoting rhizobacteria (PGPR) can promote plant growth

when cultivated in heavy metal-contaminated soil. Copper-

resistant Achromobacter xylosoxidans Ax10, which pro-

duced IAA and solubilized phosphate, can promote an in-

crease in the root length, shoot length, fresh weight, and

dry weight of Indian mustard (Brassica juncea) (Ma et al.

2009). Cadmium-resistant PGPR promoted the growth of

rape (Brassica napus) (Sheng and Xia 2006; Dell’ Amico

et al. 2008) and sunflower (Helianthus annuus) (Prapagdee

et al. 2013). However, some PGPR facilitated the growth of

one plant but failed to promote the growth of others. The

heavy metal-resistant strain Burkholderia sp. J62 promoted

the growth of maize (Zea mays) and tomato (Lycopersicon

esculentum) but was not able to promote the growth of B.

juncea due to its ability to colonize the root of its host plant

(Jiang et al. 2008).

Enhanced cadmium bioaccumulation in

O. gratissimum L. after soil inoculation

with cadmium-resistant bacterium

The ability of these bacteria to enhance cadmium phy-

toextraction by O. gratissimum L. planted in the field in-

vestigations is shown in Table 2. O. gratissimum L. grown

in cadmium-contaminated soil can accumulate cadmium in

the roots and above-ground tissues. At 2 months post-

3846 Int. J. Environ. Sci. Technol. (2015) 12:3843–3852

123

Author's personal copy



transplant, the presence of Arthrobacter sp. in cadmium-

contaminated soil significantly enhanced cadmium con-

tents in the roots, above-ground tissues, and whole plant of

O. gratissimum L. by 1.2-fold, 1.4-fold, and 1.1-fold, re-

spectively, compared with the untreated control (Table 2).

The synergistic effect of Arthrobacter sp. on promoting

cadmium accumulation in O. gratissimum L. was similar to

that of an EDTA application. However, cadmium accu-

mulation in each plant part and in the whole plant of O.

gratissimum L. inoculated with Ralstonia sp. was not sig-

nificantly different (p C 0.05) compared with the

uninoculated control.

These results highlighted the fact that soil inoculation

with Arthrobacter sp. was an effective approach to enhance

the cadmium accumulation in O. gratissimum L. at

2 months after transplant. Other studies also showed that

cadmium-resistant bacteria can enhance cadmium uptake

by plants. Specifically, the cadmium-resistant bacteria

Pseudomonas sp. RJ10 and Bacillus sp. RJ16 increased

cadmium uptake in cadmium-hyperaccumulating tomatoes

(L. esculentum) (He et al. 2009). Cadmium-resistant PGPR

promoted cadmium accumulation in H. annuus (Prapagdee

et al. 2013). The co-application of citric acid and metal-

resistant microorganisms increased cadmium accumulation

by 25–35 % in black nightshade (Solanum nigrum), a

cadmium hyperaccumulator (Gao et al. 2012).

Unfortunately, there was no increase in the cadmium

uptake of O. gratissimum following soil inoculation with

tested bacteria at 6 months after transplant, except EDTA

application (Table 2). Cadmium accumulation in the

above-ground tissues at 6 months after transplant was

lower than that at 2 months, indicating less cadmium

translocation from roots to shoots. There are highly uptake

nutrients and other metal ions during the blossom and seed-

filling stages. In general, plants uptake metal ions from soil

either by passive transport with the mass flow of water into

the roots or by active transport whereby the contaminants

cross the plasma membrane of root epidermal cells (Kim

et al. 2003). Further evidence to this conclusion is that

decreasing numbers of viable rhizobacteria were present in

the soil over time (Fig. 2). In addition, the survivability of

Ralstonia sp. and Arthrobacter sp. in the sterile cadmium-

contaminated soil before applying them in the pot ex-

periment was monitored. The results found that the number

of Ralstonia sp. in the sterile cadmium-contaminated soil

was changed from 6.7 9 107 on the first day to

3.7 9 105 CFU g-1 at 10 days after incubation. The

number of Arthrobacter sp. in the sterile cadmium-con-

taminated soil from the first day to the tenth day was from

8.7 9 107 to 5.5 9 105 CFU g-1. The highest numbers of

viable cells of Ralstonia sp. and Arthrobacter sp. in the

sterile cadmium-contaminated soil were 1.3 9 1010 and

Table 1 Growth performances of O. gratissimum L. planted in cadmium-polluted soil for 2 and 6 months

Treatment Root length (cm) Stem height (cm) Dry weight of whole plant (g) Root:shoot ratio

Month 2 Month 6 Month 2 Month 6 Month 2 Month 6 Month 2 Month 6

No bacterial inoculation 21.0 ± 1.6 27.7 ± 0.6 65.7 ± 8.1 157.0 ± 11.2 61.3 ± 5.7 460.3 ± 25.2 0.24 ± 0.03 0.10 ± 0.06

Ralstonia sp. 24.0 ± 1.9 28.3 ± 7.1 71.0 ± 4.6 173.7 ± 14.0 67.6 ± 6.8 441.7 ± 38.4 0.21 ± 0.05 0.10 ± 0.05

Arthrobacter sp. 23.3 ± 1.7 24.7 ± 7.5 66.3 ± 7.5 182.3 ± 14.6 59.5 ± 8.2 485.8 ± 28.0 0.21 ± 0.03 0.09 ± 0.04

EDTA 21.7 ± 2.9 28.3 ± 4.7 62.2 ± 6.4 165.1 ± 12.4 62.3 ± 2.8 476.1 ± 30.5 0.19 ± 0.04 0.08 ± 0.04

The means and the SE (n = 3) were not significantly different (p\ 0.05) according to the one-way analysis of variance

Table 2 Cadmium accumulation in each part of O. gratissimum L. planted in cadmium-polluted soil for 2 and 6 months

Treatment Cadmium content (lg g-1 plant dry weight) Total cadmium

accumulation (mg plant

tissue-1)Root Above-ground tissue Whole plant

Month 2 Month 6 Month 2 Month 6 Month 2 Month 6 Month 2 Month 6

No bacterial

inoculation

8.55 ± 0.43a 12.35 ± 0.63a 4.05 ± 0.28a 2.81 ± 0.48a 5.40 ± 0.24a 4.14 ± 0.21a 0.30 ± 0.02a 1.81 ± 0.32a

Ralstonia sp. 9.40 ± 0.57a 11.85 ± 0.84a 4.28 ± 0.50a 2.99 ± 0.37a 5.39 ± 0.10a 4.50 ± 0.37a 0.31 ± 0.03a 2.08 ± 0.28a

Arthrobacter sp. 10.53 ± 0.25b 11.60 ± 0.42a 5.80 ± 0.34b 3.23 ± 0.34a 6.07 ± 0.34b 4.02 ± 0.39a 0.41 ± 0.04b 2.01 ± 0.19a

EDTA 10.80 ± 0.37b 14.10 ± 0.29b 5.57 ± 0.55b 3.70 ± 0.61a 5.95 ± 0.28b 5.37 ± 0.35b 0.39 ± 0.02b 2.16 ± 0.49a

The means and the SE (n = 3) followed by the same lowercase letter within column were not significantly different (p\ 0.05) according to

Duncan’s multiple range test
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8.3 9 109 CFU g-1 at the fourth day of incubation, re-

spectively. These results suggested that periodically re-

peated soil inoculation with Arthrobacter sp. every week is

required to prolong the cadmium phytoextraction efficien-

cy. In addition, soil inoculation with immobilized bacterial

cells offers enormous advantages in cell protection and

survival in contaminated soil.

The cadmium contents in the roots and in whole O.

gratissimum L. plants treated with EDTA were higher than

those that were inoculated with cadmium-resistant bacteria,

increased by 1.1-fold and 1.3-fold, respectively, compared

with the uninoculated control. The bioavailability of heavy

metals is an indicator of the plant’s ability to accumulate

heavy metals from the soil (Branquinho et al. 2007). EDTA

increases the solubility and bioavailability of heavy metals

in soil, resulting in increased plant uptake of heavy metals

(Evangelou et al. 2007). Our finding is consistent with

other studies. The application of EDTA in soil increased

the cadmium solubility, and the cadmium concentration in

the shoots of Z. mays and white bean (Phaseolus vulgaris)

was reported by Luo et al. (2005). Prapagdee et al. (2013)

show that cadmium accumulation in the whole H. annuus

treated with EDTA was higher than that of H. annuus

inoculated with cadmium-resistant PGPR.

In contrast, there was no significant difference

(p\ 0.05) in the cadmium contents of the above-ground

tissues from O. gratissimum L. in all treatments after

6 months of cultivation (Table 2). On comparing the total

cadmium accumulation in O. gratissimum L. at 2 and

6 months post-transplant, the total cadmium accumulation

in each plant (mg plant tissue-1) for all treatments was

higher at the 6-month harvest than at the 2-month harvest

by approximately fivefold–sixfold due to a significant in-

crease in plant biomass during the 6-month harvest period

(Table 1). Interestingly, O. gratissimum L. seeds had very

low to undetectable cadmium concentrations. The max-

imum cadmium content (0.03 lg g-1) was detectable only

in the seeds from O. gratissimum L. plants treated with

EDTA. Cadmium contents in the seeds of other treatments

were lower than 0.01 lg g-1. The cadmium accumulation

in each plant part decreased in the order of root[ -

stem[ leaf[ fruit[ seed (Benavides et al. 2005). In Ja-

pan, the paddy fields that have produced rice grains

containing cadmium at concentrations[1 lg g-1 are des-

ignated as contaminated paddy fields (Makino et al. 2007).

Zheljazkov et al. (2006) found that there was no detectable

cadmium, copper, or lead contents in the oils of dill

(Anethum graveolens), peppermint (Mentha 9 piperita), or

basil (Ocimum basilicum) that were grown in soils

amended with these heavy metals with no alterations of oil

composition. There was also no risk of transferring heavy

metals to the oils of these crops. Our results suggested that

O. gratissimum L. could be grown as an alternative to

edible plants in cadmium-polluted agricultural soil. The

improvement in the interactions between plants and cad-

mium-resistant bacteria for the enhancement of cadmium

uptake by aromatic crops is considered an important

strategy for cadmium phytoextraction in polluted soil.

Cadmium-resistant bacterium facilitates cadmium

accumulation and translocation in O. gratissimum L.

The results in Fig. 3a show that the BCF of O. gratissimum

L. treated with Arthrobacter sp. and EDTA at 2 months

post-transplant was higher than that of the untreated con-

trol. However, no increase was observed in the BCF of O.

gratissimum L. at 6 months after transplant with

Arthrobacter sp. This result concurred with the observation

Fig. 2 Number of viable

rhizobacteria in the rhizosphere

soil of O. gratissimum L. in the

treatments that were inoculated

with Ralstonia sp. or

Arthrobacter sp. and

supplemented with EDTA

compared with the uninoculated

control at 2 and 6 months after

transplant in cadmium-polluted

soil. The error bars represent

the SE (n = 3), and the

lowercase letter above the bar

graph denotes a significant

difference (p\ 0.05) compared

with the control treatment
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of cadmium accumulation in each plant part as well as with

whole O. gratissimum L. inoculated with Arthrobacter sp.

during the 6 months of growth (Table 2). O. gratissimum

L. had a low BCF in both harvested periods. The BCFs

observed in this field study were slightly low due to the

high cadmium concentration and low cadmium availability

in the soil. The bioavailability factor in some medicinal

plants planted in heavy metal-contaminated soil increased

with decreasing cadmium concentrations in the soil

(Zheljazkov et al. 2008b). The causative factor leading to a

low BCF might be due to cadmium competition with other

metals in the soil. During uptake, cadmium ions compete

for the same transmembrane carrier used by other metal

ions such as zinc, copper, iron, manganese, and nickel

(Benavides et al. 2005). Agricultural soil in this study area

contained not only cadmium but also high concentrations

of zinc (826.0 mg kg-1). Accumulated metals in plant

roots and their translocation into plant tissues decrease in

the order of zinc[ cadmium[ lead (Boruvka et al. 1997).

The TFs of O. gratissimum L. at 2 months after trans-

plant were higher than those of O. gratissimum L. at

6 months for all treatments (Fig. 3b). The highest TF was

found in plants inoculated with Arthrobacter sp. during the

2-month growth period; however, there was no significant

difference (p C 0.05) between this group and the EDTA-

treated O. gratissimum. In the 6-month growth period, the

TFs of all O. gratissimum L. treatment groups were not

significantly different (p\ 0.05). The TFs of O. gratissi-

mum L. were still quite low in comparison with other

cadmium-hyperaccumulating plants (Sun et al. 2008;

Phaenark et al. 2009). Heavy metal phytoextraction re-

quired the translocation of heavy metals to the easily har-

vestable plant parts (Kim et al. 2003). EDTA in the soil

stimulated cadmium translocation from the roots to the

shoots of B. juncea by changing the cadmium solubility

and bioavailability of cadmium in the soil (Jiang et al.

2003). Similar results noting increased cadmium translo-

cation from the roots to the shoots in other plants after soil

inoculation with cadmium-resistant bacteria were reported

in other studies (Prapagdee et al. 2013; Khonsue et al.

2013). In general, cadmium is accumulated primarily in the

root tissue; only small amounts of cadmium are translo-

cated to the shoot tissue (Benavides et al. 2005). A higher

degree of cadmium accumulation in the roots versus in the

shoots led to less translocation of cadmium from the root to

the shoot system. According to this study, the cadmium

content in the roots was higher than that of above-ground

tissues for both harvest periods (Table 2). Zheljazkov et al.

(2008b) reported that cadmium, lead, and copper accu-

mulated primarily in the roots, whereas higher concentra-

tions of manganese and zinc were found in the leaves of

several medicinal plants.

The efficiency of cadmium phytoremediation is also

dependent on the cadmium removal from contaminated

soil. Two and six months after transplant, the cadmium

concentrations in contaminated soil were decreased for all

treatment groups. The percentages of cadmium removal

from the soil planted with O. gratissimum L. alone or

treated with Ralstonia sp., Arthrobacter sp., and EDTA

during the 2-month harvest periods were 18.9, 20.4, 25.4,

and 31.3 %, respectively. The amount of cadmium that was

removed by O. gratissimum L. inoculated with

Arthrobacter sp. and EDTA was significantly higher than

that removed by O. gratissimum L. inoculated with Ral-

stonia sp. and the uninoculated control. The amounts of

cadmium in the soil after transplant with O. gratissimum L.

for 6 months in all treatments, including the plants

uninoculated and inoculated with Ralstonia sp.,

Arthrobacter sp., and EDTA, were decreased by 17.0, 18.1,

20.2, and 22.4 %, respectively. The percentages of soil

Fig. 3 Bioconcentration

(a) and translocation (b) factors
of cadmium in O. gratissimum

L. planted in cadmium-polluted

soil inoculated with Ralstonia

sp. or Arthrobacter sp. and

supplemented with EDTA

compared with the uninoculated

control for 2 and 6 months. The

error bars represent the SE

(n = 3), and the lowercase

letter above the bar graph

denotes a significant difference

(p\ 0.05) compared with the

control treatment
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cadmium removal were less than those observed 2 months

after transplant. Plants had a lower root-to-shoot ratio at

6 months than that at 2 months, because this growth stage

is the declining stage. As previously indicated, cadmium

highly accumulated in root tissue. Plants exhibit no sig-

nificant release of cadmium after cadmium exposure;

however, wetland plants may excrete the metals through

salt glands (Hardy and O’Keeffe 1985; Weis and Weis

2004). However, it was a possibility that dead root tissue

was decomposed by indigenous microorganisms and re-

turned cadmium to the soil environment. Our results con-

firmed the results of other reports of the ability of EDTA to

enhance the phytoremediation of heavy metals (Jiang et al.

2003; Luo et al. 2005). The results of this study clearly

indicate that the ability of Arthrobacter sp. to improve

cadmium phytoremediation by O. gratissimum L. was

nearly as efficient as that of EDTA application. EDTA is

hardly to degrade in the environment, and it can be toxic to

plants and soil microorganisms (Luo et al. 2006). Thus, soil

inoculation with Arthrobacter sp. is much more environ-

mentally sound compared with EDTA application. The role

of Arthrobacter sp. increased soil cadmium solubility and

is related to the production of exopolysaccharide (EPS)

(Prapagdee et al. 2012). EPS forms complexes with metal

cations by electrostatic interaction and promotes metal

plant uptake (Chen et al. 1995; Pal and Paul 2008).

Therefore, the cultivation of aromatic O. gratissimum L.

plants coupled with Arthrobacter sp. as a co-bioremediator

in contaminated agricultural soil is a feasible option for

remediating cadmium-polluted soil.

To study mass balance of cadmium in soil and the whole

plant, the volume of soil was estimated based on the bulk

density of soil and the area of plant root boundary at

20 9 20 9 20 cm (W 9 L 9 D). The sum of cadmium

accumulated in the whole plant and cadmium that remained

in the soil after plantation was less than the initial cadmium

concentration in the soil (Table 3). The loss of cadmium

after transplantation was calculated in terms of percentage.

The highest percentage of cadmium loss was found in

treatment with EDTA application at both harvested peri-

ods. EDTA can increase the metal solubility and promote

the leaching of soil metals (Jiang et al. 2003; Evangelou

et al. 2007). The loss of soil cadmium in treatment with

EDTA application would involve the leaching to under-

ground water. However, the effect of leaching during wa-

tering of plants might be low, because the water for

irrigation is slightly alkaline (pH 7.84) and cadmium is

more soluble and leaching in acid condition. Our expla-

nation is confirmed by the study by Ok et al. (2004) which

reported that water-soluble fraction of cadmium in con-

taminated soil is very low. The main fractions of soil

cadmium are exchangeable and acid-digested fractions.

Moreover, the high organic matter contents showed the low

water-soluble cadmium concentration in soil (Crommen-

tuijn et al. 1997). Our tested soil had a slightly high%

organic matter (3.8 %); therefore, the leaching of soil

cadmium should be low. In addition, the percentages of

cadmium loss in soil inoculation with Ralstonia sp. and

Arthrobacter sp. were higher than those of the uninoculated

control. These results corresponded well to the study of

Khonsue et al. (2013), who claimed that Ralstonia sp. and

Arthrobacter sp. promote cadmium solubility in soil.

Because of the low rate of cadmium removal from

contaminated soil, more time to repeat cultivation would be

required to remediate a polluted site. The time required for

remediation ranges from 1 to 20 years depending on the

type and concentration of heavy metals, the heavy metal

removal efficiency of plants, and the plant growth rate

(Padmavathiamma and Li 2007). In general, the use of

heavy metal-hyperaccumulating plants has been recom-

mended for phytoextraction of soil contaminated with

heavy metals (Wang et al. 2008). O. gratissimum L. is not a

heavy metal-hyperaccumulating plant; however, it could be

grown as a high-value aromatic crop in contaminated

agricultural soil without cadmium contamination in its oil

products. Thus, cadmium phytostabilization using O.

gratissimum L. would have been a better option for phy-

toremediation. Several aromatic and medicinal crops may

Table 3 Sum of cadmium content in soil (n = 3) and the whole plant (n = 3) before and after transplantation for 2 and 6 months

Treatment Month 2 Month 6

Cadmium content (mg) Cadmium loss (%) Cadmium content (mg) Cadmium loss (%)

Before transplantation (only in soil) 886.7 – 886.7 –

After transplantation

No bacterial inoculation 718.4 19.0 781.5 11.9

Ralstonia sp. 670.9 24.3 720.0 18.8

Arthrobacter sp. 688.1 22.4 736.3 17.0

EDTA 609.2 31.3 707.6 20.2
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offer an alternative phytoremediation option for mild-to-

moderate contaminated soils without contamination of

their marketable products (Zheljazkov et al. 2008a, b). In

fact, soils are often contaminated with multiple heavy

metals. Therefore, the performance of O. gratissimum L.

for phytoremediation of other heavy metals should be

further evaluated. In addition, we suggest that a combined

bioaugmentation with Arthrobacter sp. and PGPR strain in

contaminated soil would be suitable for stimulating cad-

mium uptake and plant growth.

Conclusion

Ralstonia sp. and Arthrobacter sp. did not promote the

growth of O. gratissimum L. The root-to-shoot ratio of O.

gratissimum L. at 2 months after transplantation was

higher than that at 6 months. Soil inoculation of an

Arthrobacter sp. can enhance cadmium accumulation and

translocation of cadmium from the roots to the shoots of

O. gratissimum L. during a 2-month harvest period.

However, no increase in the cadmium accumulation and

translocation in O. gratissimum L. was observed at

6 months after transplantation in contaminated soil.

Numbers of viable rhizobacteria in rhizosphere soil at

6 months after transplant decreased with time. Repeated

soil inoculation with the Arthrobacter sp. would be re-

quired for the continuous stimulation of phytoremediation

efficiency. Seeds of O. gratissimum L. contained unde-

tectable to negligible concentrations of cadmium. Soil

with such a high level of cadmium contamination should

be used only for the cultivation of aromatic crop plants.

This work was to explore the synergistic ability of plants

and cadmium-resistant bacteria to enhance the cadmium

phytoremediation efficiency in a cadmium-polluted field

site.

Acknowledgments This research was supported by the grant from

Thailand Research Fund and Mahidol University (Grant No.

RSA5780026). The authors thank K. Kittisuwan and M. Chanprasert

for their valuable technical assistance.

References

Ali H, Khan E, Sajad MA (2013) Phytoremediation of heavy metals—

concepts and applications. Chemosphere 91:869–881

Belimov AA, Hontzeas N, Safronova VI, Demchinskaya SV, Piluzza

G, Bullitta S, Glick BR (2005) Cadmium-tolerant plant growth-

promoting bacteria associated with the roots of Indian mustard

(Brassica juncea L. Czern.). Soil Biol Biochem 37:241–250

Benavides MP, Gallego SM, Tomaro ML (2005) Cadmium toxicity in

plant. Braz J Plant Physiol 17:21–34

Boruvka L, Kozak J, Kristoufkova S (1997) Heavy metal accumu-

lation in plants grown in heavily polluted soils. Folia Microbiol

42:524–526

Branquinho C, Serrano HC, Pinto MJ, Martins-Loução MA (2007)

Revisiting the plant hyperaccumulation criteria to rare plants and

earth abundant elements. Environ Pollut 146:437–443

Chen JH, Czaika D, Lion L, Shuler M, Ghiorse W (1995) Trace metal

mobilization in soil by bacterial polymer. Environ Health

Perspect 103:52–58

Chiu KK, Ye ZH, Wong MH (2006) Growth of Vetiveria zizanioides

and Phragmities australis on Pb/Zn and Cu mine tailings

amended with manure compost and sewage sludge: a greenhouse

study. Bioresour Technol 97:158–170

Crommentuijn T, Doornekamp A, Van Gestel CAM (1997) Bioavail-

ability and ecological effects of cadmium on Folsomia candida

(Willem) in an artificial soil substrate as influenced by pH and

organic matter. Appl Soil Ecol 5:261–271

Dell’ Amico E, Cavalca L, Andreoni V (2008) Improvement of

Brassica napus growth under cadmium stress by cadmium-

resistant rhizobacteria. Soil Biol Biochem 40:74–84

Department of Environmental Quality Promotion (2011) Mineral

mining bonanza or bust: green line. Ministry of Natural

Resources and Environment, Bangkok

Evangelou MWH, Ebel M, Schaeffer A (2007) Chelate assisted

phytoextraction of heavy metals from soil: effect, mechanism,

toxicity, and fate of chelating agents. Chemosphere 68:989–1003

Gao Y, Miao C, Wang Y, Xia J, Zhou P (2012) Metal-resistant

microorganisms and metal chelators synergistically enhance the

phytoremediation efficiency of Solanum nigrum L. in Cd- and

Pb-contaminated soil. Environ Technol 33:1383–1389

Hardy JK, O’Keeffe DH (1985) Cadmium uptake by the water

hyacinth: effects of root mass, solution volume, complexers and

other metal ions. Chemosphere 14:417–426

He LY, Chen ZJ, Ren GD, Zhang YF, Qian M, Sheng XF (2009)

Increased cadmium and lead uptake of a cadmium hyperaccu-

mulator tomato by cadmium-resistant bacteria. Ecotoxicol

Environ Saf 72:1343–1348

Jensen-Spaulding A, Shuler ML, Lion LW (2004) Mobilization of

adsorbed copper and lead from naturally aged soil by bacterial

extracellular polymers. Water Res 38:1121–1128

Jiang XJ, Luo YM, Zhao QG, Baker AJM, Christie P, Wong MH

(2003) Soil Cd availability to Indian mustard and environmental

risk following EDTA addition to Cd-contaminated soil. Chemo-

sphere 50:813–818

Jiang CY, Sheng XF, Qian M, Wang QY (2008) Isolation and

characterization of a heavy metal-resistant Burkholderia sp. from

heavy metal-contaminated paddy field soil and its potential in

promoting plant growth and heavy metal accumulation in metal-

polluted soil. Chemosphere 72:157–164

Khonsue N, Kittisuwan K, Kumsopa A, Tawinteung N, Prapagdee B

(2013) Inoculation of soil with cadmium-resistant bacteria

enhances cadmium phytoextraction by Vetiveria nemoralis and

Ocimum gratissimum. Water Air Soil Pollut 224:1696. doi:10.

1007/s11270-013-1696-9

Kim IS, Kang KH, Johnson-Green P, Lee EJ (2003) Investigation of

heavy metal accumulation in Polygonum thunbergii for phy-

toextraction. Environ Pollut 126:235–243

Kumar PBAN, Dushenkov V, Motto H, Raskin I (1995) Phytoex-

traction: the use of plants to remove heavy metals from soils.

Environ Sci Technol 29:1232–1238

Lebeau T, Braud A, Jezequel K (2008) Performance of bioaugmen-

tation-assisted phytoextraction applied to metal contaminated

soils: a review. Environ Pollut 153:497–522

Luo C, Shen Z, Li X (2005) Enhanced phytoextraction of Cu, Pb, Zn

and Cd with EDTA and EDDS. Chemosphere 59:1–11

Luo C, Shen Z, Li X, Baker AJM (2006) Enhanced phytoextraction of

Pb and other metals from artificially contaminated soils through

the combined application of EDTA and EDDS. Chemosphere

63:1773–1784

Int. J. Environ. Sci. Technol. (2015) 12:3843–3852 3851

123

Author's personal copy



Ma Y, Rajkumar M, Freitas H (2009) Inoculation of plant growth

promoting bacterium Achromobacter xylosoxidans strain Ax10

for the improvement of copper phytoextraction by Brassica

juncea. J Environ Manag 90:831–837

Makino T, Kamiya T, Takano H, Itou T, Sekiya N, Sasaki K,

Maejima Y, Sugahara K (2007) Remediation of cadmium-

contaminated paddy soils by washing with calcium chloride:

verification of on-site washing. Environ Pollut 147:112–119

Mattina MJI, Lannucci-Berger W, Musante C, White JC (2003)

Concurrent plant uptake of heavy metals and persistent organic

pollutants from soil. Environ Pollut 124:375–378

McGrath SP, Cunliffe CH (1985) A simplified method for the

extraction of the metals Fe, Zn, Cu, Ni, Cd, Pb, Cr, Co and Mn

from soils and sewage sludges. J Sci Food Agric 36:794–798

Moreno JL, Hernandez T, Perez A, Garcia C (2002) Toxicity of

cadmium to soil microbial activity: effect of sewage sludge

addition to soil on the ecological dose. Appl Soil Ecol

21:149–158

Ok YS, Lee H, Jung J, Song H, Chung N, Lim S, Kim JG (2004)

Chemical characterization and bioavailability of cadmium in

artificially and naturally contaminated soils. Agric Chem

Biotechnol 47:143–146

Padmavathiamma PK, Li LY (2007) Phytoremediation technology:

hyper-accumulation metals in plants. Water Air Soil Pollut

184:105–126

Pal A, Paul AK (2008) Microbial extracellular polymeric substances:

central elements in heavy metal bioremediation. Ind J Microbiol

48:49–64

Phaenark C, Pokethitiyook P, Kruatrachue M, Ngernsansaruay C

(2009) Cd and Zn accumulation in plants from the Padaeng zinc

mine area. Int J Phytoremediat 11:479–495

Prapagdee B, Watcharamusik A (2009) Adaptive and cross-protective

responses against cadmium and zinc toxicity in cadmium-

resistant bacterium isolated from a zinc mine. Braz J Microbiol

40:838–845

Prapagdee B, Chumphonwong N, Khonsue N, Mongkolsuk S (2012)

Influence of cadmium resistant bacteria on promoting plant root

elongation and increasing cadmium mobilization in contaminat-

ed soil. Fresen Environ Bull 21:1186–1191

Prapagdee B, Chanprasert M, Mongkolsuk S (2013) Bioaugmentation

with cadmium-resistant plant growth-promoting rhizobacteria to

assist cadmium phytoextraction by Helianthus annuus. Chemo-

sphere 92:659–666

Sheng XF, Xia JJ (2006) Improvement of rape (Brassica napus) plant

growth and cadmium uptake by cadmium-resistant bacteria.

Chemosphere 64:1036–1042

Simmons RW, Pongsakul P, Chaney L, Saiyasitpanich D, Klinphok-

lap S, Nobuntou W (2003) The relative exclusion of zinc and

iron from rice grain in relation to rice grain cadmium as

compared to soybean: implications for human health. Plant Soil

257:163–170

Sun Y, Zhou Q, Diao C (2008) Effects of cadmium and arsenic on

growth and metal accumulation of Cd-hyperaccumulator Sola-

num nigrum L. Bioresour Technol 99:1103–1110

Wang L, Zhou Q, Ding L, Sun Y (2008) Effect of cadmium toxicity

on nitrogen metabolism in leaves of Solanum nigrum L. as a

newly found cadmium hyperaccumulator. J Hazard Mater

154:818–825

Weis JS, Weis P (2004) Metal uptake, transport and release by

wetland plants: implications for phytoremediation and restora-

tion. Environ Int 30:685–700

Zheljazkov VD, Craker LE, Xing B (2006) Effects of Cd, Pb, and Cu

on growth and essential oil contents in dill, peppermint, and

basil. Environ Exp Bot 58:9–16

Zheljazkov VD, Craker LE, Xing B, Nielsen NE, Wilcox A (2008a)

Aromatic plant production on metal contaminated soils. Sci

Total Environ 395:51–62

Zheljazkov VD, Jeliazkova EA, Kovacheva N, Dzhurmanski A

(2008b) Metal uptake by medicinal plant species grown in soils

contaminated by a smelter. Environ Exp Bot 64:207–216

3852 Int. J. Environ. Sci. Technol. (2015) 12:3843–3852

123

Author's personal copy



1 23

Environmental Science and Pollution
Research
 
ISSN 0944-1344
Volume 23
Number 1
 
Environ Sci Pollut Res (2016) 23:756-764
DOI 10.1007/s11356-015-5318-5

Improvement of cadmium
phytoremediation after soil inoculation
with a cadmium-resistant Micrococcus sp.

Chirawee Sangthong, Kunchaya Setkit &
Benjaphorn Prapagdee



1 23

Your article is protected by copyright and

all rights are held exclusively by Springer-

Verlag Berlin Heidelberg. This e-offprint is

for personal use only and shall not be self-

archived in electronic repositories. If you wish

to self-archive your article, please use the

accepted manuscript version for posting on

your own website. You may further deposit

the accepted manuscript version in any

repository, provided it is only made publicly

available 12 months after official publication

or later and provided acknowledgement is

given to the original source of publication

and a link is inserted to the published article

on Springer's website. The link must be

accompanied by the following text: "The final

publication is available at link.springer.com”.



RESEARCH ARTICLE

Improvement of cadmium phytoremediation after soil inoculation
with a cadmium-resistant Micrococcus sp.

Chirawee Sangthong1 & Kunchaya Setkit1 & Benjaphorn Prapagdee1

Received: 5 May 2015 /Accepted: 25 August 2015 /Published online: 4 September 2015
# Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2015

Abstract Cadmium-resistantMicrococcus sp. TISTR2221, a
plant growth-promoting bacterium, has stimulatory effects on
the root lengths of Zea mays L. seedlings under toxic cadmi-
um conditions compared to uninoculated seedlings. The per-
formance of Micrococcus sp. TISTR2221 on promoting
growth and cadmium accumulation in Z. mays L. was inves-
tigated in a pot experiment. The results indicated that
Micrococcus sp. TISTR2221significantly promoted the root
length, shoot length, and dry biomass of Z. mays L.
transplanted in both uncontaminated and cadmium-
contaminated soils.Micrococcus sp. TISTR2221 significantly
increased cadmium accumulation in the roots and shoots of
Z. mays L. compared to uninoculated plants. At the beginning
of the planting period, cadmium accumulated mainly in the
shoots. With a prolonged duration of cultivation, cadmium
content increased in the roots. As expected, little cadmium
was found in maize grains. Soil cadmium was significantly
reduced with time, and the highest percentage of cadmium
removal was found in the bacterial-inoculated Z. mays L. after
transplantation for 6 weeks.We conclude thatMicrococcus sp.
TISTR2221 is a potent bioaugmenting agent, facilitating cad-
mium phytoextraction in Z. mays L.

Keywords Cadmium . Phytoextraction . Indole-3-acetic
acid .Micrococcus sp. . Zea maysL.

Introduction

Cadmium has been recognized as one of the most problematic
heavy metals contaminating soils and is of worldwide concern
due to its high toxicity (Ali et al. 2013). Widespread soil con-
tamination with cadmium has dramatically increased due to
the discharge of waste and wastewater from several anthropo-
genic activities, e.g., mining and smelting activities. Soil con-
taminated with cadmium is caused by the mismanagement of
mining wastes (Thawornchaisit and Polprasert 2009).
Cadmium in the soil is easily taken up by crop plants growing
in polluted areas, contributing to bioaccumulation in plant
tissues. It poses a serious health risk to people upon consump-
tion of contaminated plant products (Guo et al. 2014). Several
diseases are caused by cadmium exposure, e.g., renal dysfunc-
tion, osteoporosis, chronic anemia, bone fractures, and tumors
(Liu et al. 2009). To prevent the passing of soil cadmium into
the food chain, remediation of cadmium contamination in ag-
ricultural soil deserves special attention.

Among the available remediation technologies,
phytoremediation, a green technology to remediate soil
contaminated with toxic metals, has received much atten-
tion for over a decade (Chaney et al. 1997). The
phytoextraction step of phytoremediation involves the ex-
traction of toxic heavy metals in soils and the accumulation
of heavy metals in plant tissues that are easy to harvest
(Vangronsveld et al. 2009; Ali et al. 2013). However, the
important limitations of heavy metal phytoextraction are a
slow plant growth rate and a low plant biomass (Lebeau
et al. 2008; Jiang et al. 2008). A high concentration of
heavy metals accumulated in plants causes irreversible
damage to plant tissues resulting in plant growth retarda-
tion (Barocsi et al. 2003). To improve phytoextraction per-
formance, plant growth rate should be promoted. Bacterial
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augmentation-assisted phytoextraction is a promising new
remediation technology for the reclamation of polluted
areas (Teixeira et al. 2014). Several investigators found
that heavy metal-resistant bacteria can promote plant
growth and heavy metal uptake (He et al. 2009;
Prapagdee et al. 2013; Guo et al. 2014).

In general, indole-3-acetic acid (IAA)-producing bacteria
are classified as plant growth-promoting bacteria (PGPB) able
to stimulate plant growth (Glick 2010). Various bacterial gen-
era have been reported to produce IAA, e.g., Azotobacter,
fluorescent Pseudomonas, Mesorhizobium, and Bacillus
(Ahmad et al. 2008). Micrococcus sp. TISTR2221 (formerly
strain MU1) is a cadmium-resistant PGPB that is a high pro-
ducer of IAA during the late stationary phase of growth
(Prapagdee et al. 2013). This bacterial strain was isolated from
the plant roots of Glycine max L. collected from a cadmium-
polluted site by Chanprasert et al. (2011). Its ability to promote
root elongation, growth, and cadmium uptake in cadmium-
polluted soil byHelianthus annuus L., a dicotyledonous plant,
has been reported by Prapagdee et al. (2013). Two types of
plants have been commonly used for heavy metal
phytoextraction, including (1) hyperaccumulator and (2)
high-yielding biomass plants (Wang et al. 2007). Zea mays
L., or maize, a monocotyledonous plant, is an agronomic crop
worldwide with a high biomass. It has been found to accumu-
late several heavy metals, e.g., cadmium, lead, and copper
(Meers et al. 2005; Wang et al. 2007).

To our knowledge, the ability of a cadmium-resistant
PGPB to promote the growth and cadmium uptake by
Z. mays L. cultivated in highly cadmium-contaminated soil
has not been reported elsewhere. Several investigators re-
ported cadmium phytoremediation by Z. mays L. in the low
to medium concentrations of cadmium in contaminated soil
(Meers et al. 2005; Murakami et al. 2007; Moreira et al.
2014). In general, cadmium concentrations in uncontami-
nated soils are below 0.5 to 3.0 mg kg−1 and cadmium
concentrations in Thai soils range from 0.002 to
0.141 mg kg−1 (Pongsakul and Attajarusit 1999; Wang
et al. 2007). However, cadmium concentration in the con-
taminated paddy soils in Thailand was up to 284 mg kg−1

(Simmons et al. 2005). Therefore, the bacterial-assisted
cadmium phytoextraction by Z. mays L. in highly
cadmium-con t amina t ed so i l was i nve s t i g a t ed .
Micrococcus sp. TISTR2221 was inoculated in the rhizo-
sphere soil to increase the number of cadmium-resistant
PGPB in the zone surrounding the plant roots. This method
has the potential to contribute to beneficial plant and mi-
c roo rgan i sm in te r ac t ions to improve cadmium
phytoextraction efficiency. This bacterial strengthening of
cadmium phytoextraction by Z. mays L. would overcome
the major limitations in cadmium phytoextraction and lead
to the development of practical management strategies to
remediate polluted areas.

Materials and methods

Bacterial strain and inoculum preparation

Micrococcus sp. TISTR2221, a cadmium-resistant PGPB,
was cultured in Luria Bertani (LB) agar (Criterion, USA) con-
taining 3 mM cadmium nitrate (Cd(NO3)2) (Ajax, Australia)
and incubated at 28 °C. A bacterial inoculum was prepared in
broth culture according to the methods of Prapagdee et al.
(2013) and adjusted to an OD600 of 0.2. Viable cells in the
culture broth were counted by spreading on LB agar. An ap-
proximate viable cell number of TISTR2221in the inoculum
before and after an OD600 adjustment to 0.2 were 1.8×1010

and 1.3×108 CFU mL−1, respectively.

In vivo root elongation assay

Seeds of Z. mays L. cv. CPDK 888 (purchased from Crop
Integration Business C.P. Group, Thailand) were surface-
sterilized in a mixture of absolute ethanol and 30 % hydrogen
peroxide (1:1) for 15 min and washed twice with sterile dis-
tilled water. A root elongation assay on filter paper was carried
out using a method similar to that previously described by
Prapagdee et al. (2013), with 20 replicates. Various cadmium
ion concentrations in the form of cadmium nitrate, including
0, 50, 100, and 150 mg L−1, were applied to sterile filter paper
before the placement of surface-sterilized seeds. Then 0.1 mL
of bacterial suspension at an OD600 of 0.2 was added with
9.9 mL of sterile normal saline before pouring on sterile filter
paper. The root length of the seedlings was measured after
incubation at room temperature in the dark for 5 days.

Bioaugmentation-assisted growth and cadmium
phytoextraction in Z. mays L.

Preparation of a spiked cadmium-contaminated soil
and analysis of soil properties

Garden soil was collected from the surface at a 15-cm depth. It
was air-dried, ground, passed through a 2-mm sieve, and ho-
mogenized. The background cadmium content in the garden
surface soil was 1.14±0.12 mg kg−1. To prepare the spiked
cadmium-contaminated soil, the air-dried soil was added to
cadmium nitrate solution to yield a concentration of approxi-
mately 90 mg kg−1 and mixed well by shaking. The spiked
cadmium-contaminated soil was kept at room temperature for
4 weeks with frequent thorough mixing before use according
to the methods of Thawornchaisit and Polprasert (2009). The
physical and chemical characteristics of spiked cadmium-
contaminated soil, including soil texture, soil pH, electrical
conductivity, cation exchange capacity, organic matter, total
nitrogen, available phosphorous, and extractable potassium,
are presented in Table 1. To analyze the total cadmium
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concentration in soil, prepared soil was digested with a mix-
ture of 1:3 by volume of concentrated nitric acid (HNO3)
(Merck, Germany) and concentrated hydrochloric acid (HCl)
(Merck, Germany) in a microwave oven (Milestone model
Ethos One, Italy) (McGrath and Cunliffe 1985). In addition,
bioavailable cadmium in soil was extracted using
diethylenetriamine pentaacetic acid (DTPA) (Ajax,
Australia) (Faust and Christians 2000). Total and bioavailable
cadmium concentrations were measured using flame atomic
adsorption spectrophotometry (FAAS) (Varian spectra model
AA240FS, USA).

Preparation of Z. mays L. seedlings

Seeds of Z. mays L. cv. CPDK 888 were surface-sterilized and
sown in uncontaminated agricultural soil in a 25-cm-diameter
plastic pot at a density of 10 seeds per pot. After germination
for 4 weeks, Z. mays L. seedlings at an approximate height of
50 cm were individually transplanted in both uncontaminated
and cadmium-contaminated soil in plastic pots filled with
3.0 kg of soil. The bottoms of the pots were sealed off to avoid
leaching of cadmium.

Bioaugmentation in the pot experiment

The experimental procedure of bioaugmentation with a
cadmium-resistant PGPB in Z. mays L. seedlings followed
the method of Jiang et al. (2008) and Ma et al. (2009) with
some modification. This pot experiment was a completely
randomized design and consisted of four treatments with five
replicates, including (1) Z. mays L. seedlings planted in un-
contaminated soil without bacterial inoculation, (2) Z. mays L.

seedlings planted in uncontaminated soil with TISTR2221
inoculation, (3) Z. mays L. seedlings planted in cadmium-
contaminated soil without bacterial inoculation, and (4)
Z. mays L. seedlings planted in cadmium-contaminated soil
with TISTR2221 inoculation. Before transplanting, the sus-
pension of TISTR2221 inoculum was applied in the soil (only
in treatments 2 and 4) at the area of the plant root zone and
homogeneously mixed to yield an inoculation size of approx-
imately 106 CFU g−1 soil. The bacterial suspension was re-
peatedly inoculated in the soil at 2, 4, and 6 weeks. Each
plastic pot was placed in the greenhouse and watered daily.
Plant samples were collected at 2, 4, and 6 weeks and
completely harvested at the seedling stage (12 weeks after
transplantation). The ages of Z. mays L. at 2, 4, 6, and
12 weeks after transplantation were 6, 8, 10, and 16 weeks
old, respectively. During the cultivation period, the plants
were fertilized with a chemical fertilizer solution to avoid
limiting nutritional conditions.

Sample collection and analysis

Each plant was carefully harvested from the soil and rinsed
several times with deionized water to remove soil from the
surface. Plant growth was determined by root length, shoot
length, and dry biomass yield. The plants were divided into
shoots and roots and oven-dried at 80 °C for 24 h before being
weighed. Dried plant samples (shoots and roots) were ground
and acid digested in concentrated HNO3 and perchloric acid
(HClO4) (Merck, Germany) at a ratio of 2:1 by volume
(Simmons et al. 2003) in a microwave oven. Cadmium con-
centrations in digested plant samples were analyzed by FAAS.
A soil sample was collected from each pot. Total and bioavail-
able cadmium concentrations in soil were extracted and ana-
lyzed as described above.

Data interpretation and statistical analysis

To evaluate the performance of cadmium phytoextraction and
cadmium translocation in plant tissues, the phytoextraction
coefficient (PEC), the bioaccumulation factor (BAF), and
the translocation factor (TF) were calculated. The PEC is the
ratio of the metal concentration in plants to that in soil (Kumar
et al. 1995). The BAF is the ratio of the metal concentration in
plants to the bioavailable metal concentration in the soil
(Khaokaew and Landrot 2014). The TF is the ratio of the
metal concentration in the shoots to the concentration in the
roots (Mattina et al. 2003). The data for plant growth, cadmi-
um content of each plant part, PEC, BAF, and TF were calcu-
lated as the mean (x ) and standard error (SE). The differences
in the means for plant growth and cadmium content in plants
between the control group and the bacterial-treated group
were statistically analyzed using an independent t test at a
significance level of 0.05.

Table 1 Physical and chemical properties of spiked cadmium-
contaminated soil

Property Value

Particle size distribution

Sand (%) 30.0

Silt (%) 23.3

Clay (%) 46.7

Soil texture Clay

pH (1:1w/v H2O) 7.55±0.03

Electrical conductivity (1:5) (dS m−1) 0.18±0.07

Cation exchange capacity (cmol kg−1) 10.89±0.44

Organic matter (%) 4.43±0.61

Total nitrogen (%) 0.23±0.02

Available phosphorous (mg kg−1) 13.49±1.05

Extractable potassium (mg kg−1) 43.47±0.91

Total cadmium (mg kg−1) 90.35±3.32

Bioavailable cadmium (mg kg−1) 21.16±0.20
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Results and discussion

Promotion of plant root elongation
by a cadmium-resistant PGPB under cadmium toxic
conditions

An in vivo root elongation assay under various cadmium con-
centrations found that the root lengths of Z. mays L. seedlings
inoculated withMicrococcus sp. TISTR2221 significantly in-
creased compared to the uninoculated control seedlings at all
cadmium concentrations (Fig. 1). The increases in the root
lengths of bacterial-inoculated Z. mays L. seedlings in the
cadmium ion concentrations of 0, 50, 100, and 150 mg L−1

compared to the uninoculated control seedlings were 71.3,
65.7, 66.3, and 48.2 %, respectively. The root length of the
bacterial-inoculated Z. mays L. seedlings in the absence of
cadmium ion was higher than those in the presence of cadmi-
um ion. Similar results were also found in the uninoculated
Z. mays L. seedlings. However, there was no significant dif-
ference (p<0.05) in the root length of the uninoculated
Z. mays L. seedlings among the different cadmium ion con-
centrations. In addition, the inoculation of Micrococcus sp.
TISTR2221 in Z. mays L. seedlings in the presence of cadmi-
um ion could recover the retardation of root growth by cad-
mium toxicity. These findings indicate that Micrococcus sp.
TISTR2221 was able to increase the root lengths of Z. maysL.
seedlings under cadmium toxicity conditions.

Our previous study reported that Micrococcus sp.
TISTR2221 was a high producer of IAA even at high

concentrations of cadmium and that it promoted the root elon-
gation of cadmium-treated seedlings of H. annuus L.
(Prapagdee et al. 2013). The study of Yokota et al. (2010)
found that IAA produced from Streptomyces sp. CMU-H009
plays a role in promoting seed germination and root elonga-
tion in Z. mays L. In general, cadmium is toxic to plants at
high concentrations in a range of 11.2 to 1123.6 mg L−1 cad-
mium ion by inhibiting root growth and cell division (Liu et al.
2003). Maize is more sensitive to cadmium than other crops,
e.g., wheat (Ahmad et al. 2014). More inhibition of root
growth was observed when the cadmium concentration was
increased (Chen et al. 2003; Liu et al. 2003). These results are
in good agreement with the study on the effect of cadmium on
the root growth of Z. mays L. seedlings (Wang et al. 2007).

Promotion of plant growth cultivated in uncontaminated
and spiked cadmium-contaminated soils by the addition
of a cadmium-resistant PGPB

To further understand the effect of cadmium andMicrococcus
sp. TISTR2221 on plant growth, Z. mays L. seedlings were
transplanted in the greenhouse in both uncontaminated soil
and spiked cadmium-contaminated soil. The root and shoot
lengths and dry biomass of Z. mays L. transplanted in uncon-
taminated soil both with and without bacterial inoculations
were higher than those in spiked cadmium-contaminated soil
(Table 2). Although the growth of Z. mays L. transplanted in
spiked cadmium-contaminated soil was slightly retarded by
cadmium, there were no obvious cadmium toxicity symptoms.
The highest plant dry biomass was found in bacterial-
inoculated Z. mays L. cultivated in uncontaminated soil for
12 weeks, followed by the uninoculated plants. At 12 weeks
after transplantation, the cadmium in soil obviously decreased
the dry biomasses of bacterial-inoculated and uninoculated
Z. mays L. by 32.4 and 32.3 %, respectively, compared to
those transplanted in uncontaminated soil.

It was clearly observed that the growth of Z. mays L. was
decreased by cadmium in contaminated soil compared to the
growth of Z. mays L. in uncontaminated soil. Our findings
corresponded well with the study of Ahmad et al. (2014),
who claimed that cadmium decreased the shoot and root dry
biomass of Z. mays L. planted in cadmium-contaminated soil
at 80 mg kg−1 compared to the uncontaminated control. The
dry biomasses of Brassica campestris and Vigna radiata were
lower when planted in cadmium-contaminated soil at
50 mg kg−1 (Anjum et al. 2014). It was due to cadmium
phytotoxicity to plant growth. Cadmium produces oxidative
stress, induces lipid peroxidation, inhibits several antioxida-
tive enzymes, and inhibits chlorophyll synthesis in plants
(Sanità di Toppi and Gabbrielli 1999; Benavides et al. 2005).

Considering the effect of Micrococcus sp. TISTR2221 on
plant growth, the results revealed that Micrococcus sp.
TISTR2221 was able to increase the root and shoot lengths

Fig. 1 Root lengths of Z. mays L. cultivated in the absence or presence of
cadmium at various concentrations after germination for 5 days. The
error bars are the SE (n=20), and a different lowercase letter denotes
significant difference at p <0.05 between uninoculated seedlings and
bacterial-inoculated seedlings at each cadmium concentration. A
different uppercase letter indicates a significant difference at p <0.05
among different cadmium concentrations

Environ Sci Pollut Res (2016) 23:756–764 759

Author's personal copy



and the dry biomass of Z. mays L. transplanted in both soils at
all harvested periods (Table 2). In uncontaminated soil, the
increases in root length, shoot length, and dry biomass of
bacterial-inoculated Z. mays L. at 12 weeks after transplanta-
tion compared to the uninoculated Z. mays L. were 28.6, 9.0,
and 23.8 %, respectively. A similar result of promoting plant
growth byMicrococcus sp. TISTR2221 has been observed in
the Z. mays L. transplanted in a spiked cadmium-
contaminated soil. The root length, shoot length, and dry bio-
mass of bacterial-inoculated Z. mays L. at 12 weeks after
transplantation in spiked cadmium-contaminated soil in-
creased by 24.5, 7.9, and 23.7 %, respectively, in comparison
with the uninoculated Z. mays L.

It should be noted thatMicrococcus sp. TISTR2221 signif-
icantly promoted the growth of Z. maysL. transplanted in both
uncontaminated and spiked cadmium-contaminated soils. The
explanation for this is based on a finding from our previous
study in H. annuus L. (Prapagdee et al. 2013). We speculated
that the high levels of IAA produced by Micrococcus sp.
TISTR2221 play an important role in promoting plant growth
(Prapagdee et al. 2013). The most important mechanism to
promote the growth of Z. mays L. and Triticum aestivum L.
is the production of plant growth hormones by PGPB (Ahmad
et al. 2014). The growth promotion by heavy metal-resistant
PGPB in many plant species, e.g., Brassica napus, Lolium
multiflorum, Sedum alfredii, and Medicago sativa, has been

reported (Chen et al. 2013; Guo et al. 2014; Liu et al. 2015).
The potential plants for heavy metal phytoextraction should
have high biomass yields (Barocsi et al. 2003). Bacterial-
inoculated Z. mays L. transplanted in spiked cadmium-
contaminated soil had a high dry biomass yield, suggesting
that Z. mays L. could be a candidate for cadmium
phytoextraction.

Performance of a cadmium-resistant PGPB to increase
cadmium accumulation in plant tissues

Owing to the positive effect of Micrococcus sp. TISTR2221
on plant growth in spiked cadmium-contaminated soil, the
enhancement of cadmium uptake by Z. mays L. inoculated
withMicrococcus sp. TISTR2221 was studied. Before inocu-
latingMicrococcus sp. TISTR2221 in the pot experiment, the
survival of Micrococcus sp. TISTR2221 in a sterile spiked
cadmium-contaminated soil was evaluated for 15 days. The
number of viable cells increased from 1.5×106 on the first day
to 9.0×108 CFU g−1 at 5 days after inoculation. Bacterial cells
slightly reduced to 1.3×108 CFU g−1 at 10 days and sharply
decreased to 2.0×105 CFU g−1 at 15 days after inoculation.
Cadmium concentrations in both the roots and shoots in
bacterial-inoculated Z. mays L. were significantly higher than
in the uninoculated control (Fig. 2). The highest cadmium
content accumulated in the shoots and roots was found in

Table 2 Growth of Z. mays L.
after transplantation in
uncontaminated soil and spiked
cadmium-contaminated soil

Parameter Uncontaminated soil Cadmium-contaminated soil

Uninoculated control TISTR2221 Uninoculated control TISTR2221

Root length (cm)

2 weeks 18.1±1.6 abA 23.2±2.0 bbA 14.8±0.2 aaA 17.4±0.7 baA

4 weeks 22.0±1.0 abA 28.7±0.8 bbB 18.7±1.5 aaB 20.3±1.5 baB

6 weeks 32.7±0.6 abB 38.2±1.1 bbC 23.7±1.5 aaC 28.7±0.8 baC

12 weeks 37.0±0.8 abC 47.6±0.7 bbD 25.5±1.4 aaC 32.0±1.7 baD

Shoot length (cm)

2 weeks 59.7±1.6 abA 67.1±2.3 bbA 51.2±1.6 aaA 54.9±0.2 baA

4 weeks 78.7±2.5 abB 89.1±3.1 bbB 63.7±2.5 aaB 72.7±2.5 baB

6 weeks 133.7±1.5 abC 151.4±2.7 bbC 86.3±2.1 aaC 100.3±1.5 baC

12 weeks 221.0±4.4 abD 240.8±2.6 bbD 195.5±1.7 aaD 211.0±4.2 baD

Dry biomass of whole plant (g plant−1)

2 weeks 0.49±0.01 abA 0.67±0.01 bbA 0.35±0.01 aaA 0.51±0.04 baA

4 weeks 4.74±0.13 abB 6.21±0.34 bbB 0.52±0.09 aaA 1.00±0.04 baB

6 weeks 28.72±3.07 abC 35.14±3.20 bbC 5.62±2.21 aaB 10.16±1.07 baC

12 weeks 204.01±14.14 abD 252.50±13.80 bbD 137.97±11.27 aaC 170.62±9.11 baD

The means and SE (n=5) followed by a different lowercase letter within the same row denote a significant
difference at p <0.05 between the uninoculated control and the bacterial-inoculated treatment in either uncon-
taminated soil or spiked cadmium-contaminated soil, respectively, at each planting period. A different underlined
lowercase letter within the same row indicates a significant difference at p <0.05 between uncontaminated soil
and a spiked cadmium-contaminated soil of either the uninoculated control or the bacterial-inoculated treatment,
respectively, at each planting period. A different uppercase letter within the same column indicates a significant
difference at p <0.05 among different planting periods of each parameter.
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bacterial-inoculated Z. mays L. at 6 and 12 weeks after trans-
plantation, respectively. In comparison with the uninoculated
control, cadmium accumulations in the shoots of bacterial-
inoculated Z. mays L. after 2, 4, 6, and 12 weeks increased
by 45.7, 52.3, 45.5, and 36.0 %, respectively. Significant in-
creases in cadmium accumulation in the roots of bacterial-
inoculated Z. mays L. after 2, 4, 6, and 12 weeks compared
to the uninoculated control were 47.0, 77.9, 38.5, and 19.0 %,
respectively. The highest stimulatory effect on cadmium ac-
cumulation in Z. mays L. byMicrococcus sp. TISTR2221 was
found at 4 weeks after transplantation.

At 2 weeks after transplantation of bacterial-inoculated and
uninoculated Z. mays L., the shoots accumulated more cadmi-
um than the roots. More cadmium was retained in the shoots
of bacterial-inoculated and uninoculated Z. mays L. than in the
roots by 1.5 and 1.4 times, respectively. During 4 to 12 weeks
after transplantation, the roots harbored high amounts of cad-
mium. In contrast, the cadmium concentration increased in
plant roots during the vigorous growth stage and lower in
the late growth stage (Zhang et al. 2012). Murakami et al.
(2007) reported that the shoots of Z. mays L. accumulated
more cadmium than those ofGlycine max L. andOryza sativa
L. In general, cadmium mainly accumulates in the roots, and
only small amounts are translocated to the shoots (Sanità di
Toppi and Gabbrielli 1999). The highest cadmium content in
the shoots (11.93 mg kg−1) and roots (55.35 mg kg−1) was
found in bacterial-inoculated Z. mays L. after transplantation
for 6 and 12 weeks, respectively.

Our findings indicate that the growth stage of Z. maysL. for
cadmium accumulation in the shoot tissue is the vegetative
s tage (6 weeks) which is sui table for cadmium
phytoextraction. A higher cadmium accumulation in the
shoots of plants modulates the efficiency of plants for heavy
metal extraction (Anjum et al. 2014). At the reproductive
stage (up to 9 weeks), a high amount of cadmium is retained
in the root tissue that brings about a lower cadmium accumu-
lation in maize grains. The cadmium contents of maize grains

from bacterial-inoculated and uninoculated Z. mays L. at the
seedling stage (12 weeks after transplantation) were 0.21±
0.03 and 0.17±0.02 mg kg−1, respectively. A similar result
was reported by Benavides et al. (2005), who found that the
cadmium concentration in each part of the plant decreased in
the order root>stem>leaf>fruit>grain. However, the maize
grains should be used for biodiesel production in order to
prevent the health risk from cadmium by consumption of the
maize grains.

Although Z. mays L. had a low accumulation of heavy
metals in the shoots compared to Bidens pilosa L., a
cadmium-hyperaccumulating plant (Sun et al. 2009), it is still
used for heavy metal phytoextraction purposes because it has
higher biomass yields of up to 2.54 times that of other plant
species, such as Brassica rapa, Cannabis sativa, and
H. annuus (Meers et al. 2005). The ideal plant characteristics
for metal phytoextraction are not only a high accumulation of
metals but also fast growth, easy propagation, a deep root
system, high biomass production, and metal tolerance (Chiu
et al. 2005; Vangronsveld et al. 2009). We also observed that
both bacterial-inoculated and uninoculated Z. mays L. at 4, 6,
and 12 weeks after transplantation had cadmium contents in
the roots more than 10 mg kg−1. The threshold value of the
cadmium-hyperaccumulating plant was 10 mg kg−1 (Wang
et al. 2012). Therefore, Z. mays L. could be a potential
cadmium-accumulating plant because it possesses the advan-
tages of fast growth, high biomass yield, and a dense root.

Additionally, Table 3 presents the cadmium contents in
whole Z. mays L. after transplantation in spiked cadmium-
contaminated soil. Cadmium contents in the entire bacterial-
inoculated Z. mays L. after transplantation for 2, 4, 6, and
12 weeks were higher than the uninoculated control by 1.6,
3.0, 2.5, and 1.2 times, respectively. It should be noted that the
highest differences of cadmium contents in the whole plants
between bacterial-inoculated and uninoculated Z. mays L. at 4
and 6 weeks after transplantation were found. One possible
explanation for this would involve more differences of

Fig. 2 Cadmium concentrations in the root and shoot tissues of Z. mays
L. after transplantation in spiked cadmium-contaminated soil. The error
bars are the SE (n=5), and a lowercase letter denotes a significant
difference at p <0.05 between the uninoculated control and the

bacterial-inoculated treatment at each planting period. A different
uppercase letter indicates a significant difference at p <0.05 of
cadmium concentrations in either roots or shoots among different
planting periods
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biomass of whole plant between bacterial-inoculated and un-
inoculated Z. mays L. at these planting periods compared to
other planting periods (Table 2). The highest cadmium content
of whole Z. mays L. was observed in the bacterial-inoculated
plant at 12 weeks after transplantation following the uninocu-
lated plant due to the highest biomass yields. Our findings
suggest that Micrococcus sp. TISTR2221 greatly increased
cadmium accumulations in Z. mays L. roots and shoots. This
would indicate thatMicrococcus sp. TISTR2221could solubi-
lize soil cadmium, consequently increasing cadmium bio-
availability and easy uptake by plants. An explanation for this
relates to the findings from our previous study inH. annuus L.
inoculated withMicrococcus sp. (Prapagdee et al. 2013). The
results obtained from our experiment also correspond well
with other studies. For example, Bacillus megaterium, a
phosphate-solubilizing bacterium, significantly increased cad-
mium bioavailability in soil and cadmium accumulation in
Brassica juncea (Jeong et al. 2012). Inoculation with metal-
resistant bacteria significantly increased the water-soluble
cadmium concentration in the rhizosphere soils and promoted
cadmium uptake in B. napus (Chen et al. 2013). In addition,
several investigators have demonstrated that bacteria signifi-
cantly increase heavy metal bioavailability in the rhizosphere
soil (Jiang et al. 2008; He et al. 2009; Ma et al. 2009; Sheng
et al. 2012).

Bioaugmentation-assisted cadmium phytoextraction
performance in Z. mays L.

Phytoextraction performance in bacterial-inoculated and un-
inoculated Z. mays L. was assessed using the values of PEC,
BAF, and TF. PEC and BAF indicated the ability of the plant
to remove a target metal from soil and the accumulation of
bioavailable metal in plant tissues, respectively (Phaenark
et al. 2009; Khaokaew and Landrot 2014). The TF is used to
measure the effectiveness of a plant in transferring a metal
from the roots to the shoots (Wang et al. 2012). Our results
showed that the PEC, BAF, and TF values of bacterial-

inoculated and uninoculated Z. mays L. were significantly
higher than those in uninoculated plant (Table 4). The PEC
and BAF of both bacterial-inoculated and uninoculated
Z. mays L. increased with time. The highest PEC (0.99) and
BAF (2.49) values were found in bacterial-inoculated Z. mays
L. after transplantation for 12 weeks. In contrast with the PEC
and BAF, the TF of both bacterial-inoculated and uninoculat-
ed Z. mays L. decreased with time. At 2 weeks after transplan-
tation, the TF values of both bacterial-inoculated and

Table 3 Cadmium contents (μg) in whole Z. mays L. after
transplantation in spiked cadmium-contaminated soil at different
planting periods

Planting period Uninoculated control TISTR2221

2 weeks 1.23±0.01 aA 2.63±0.42 bA

4 weeks 3.81±0.76 aB 11.13±2.02 bB

6 weeks 58.98±7.80 aC 145.96±19.56 bC

12 weeks 2584.61±138.66 aD 3282.11±201.92 bD

The means and SE (n=5) followed by a different lowercase letter within
the same row denote significant difference at p <0.05 between the unin-
oculated control and the bacterial-inoculated treatment at each planting
period. A different uppercase letter within a column indicates a significant
difference at p <0.05 among different planting periods

Table 4 PEC, BAF, and TF of Z. maysL. after transplantation in spiked
cadmium-contaminated soil at different planting periods

Parameter Uninoculated control TISTR2221

Phytoextraction coefficient (PEC)

2 weeks 0.05±0.01 aA 0.10±0.01 bA

4 weeks 0.09±0.02 aA 0.20±0.02 bB

6 weeks 0.36±0.04 aB 0.63±0.05 bC

12 weeks 0.77±0.05 aC 0.99±0.08 bD

Bioaccumulation factor (BAF)

2 weeks 0.30±0.04 aA 0.48±0.04 bA

4 weeks 0.46±0.07 aA 0.97±0.10 bB

6 weeks 1.25±0.21 aB 1.84±0.34 bC

12 weeks 2.25±0.14 aC 2.49±0.28 bD

Translocation factor (TF)

2 weeks 1.40±0.09 aD 1.70±0.08 bD

4 weeks 0.71±0.04 aC 0.91±0.07 bC

6 weeks 0.23±0.05 aB 0.41±0.03 bB

12 weeks 0.07±0.01 aA 0.12±0.03 bA

The means and SE (n=5) followed by a different lowercase letter within
the same row denote significant difference at p <0.05 between the unin-
oculated control and the bacterial-inoculated treatment at each planting
period. A different uppercase letter within a column indicates a significant
difference at p <0.05 among different planting periods of each parameter

Fig. 3 Cadmium removal from contaminated soil after transplantation of
bacterial-inoculated and uninoculated Z. mays L. for 12 weeks. The error
bars are the SE (n=5), and a different lowercase letter denotes a
significant difference at p <0.05 between the uninoculated control and
the bacterial-inoculated treatment at each planting period. A different
uppercase letter indicates a significant difference at p <0.05 among
different planting periods
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uninoculated Z. mays L. were higher than 1.0. The results
suggest that Z. mays L. is effective at translocating cadmium
from the roots to the shoots.

In general, metallophytes accumulate higher concentra-
tions of a target metal than that in the soil (Ali et al. 2013).
Therefore, plants with PEC and BAF values greater than 1.0
have the potential to be used for metal phytoextraction (Sun
et al. 2009; Khaokaew and Landrot 2014). In addition, plants
with TF values higher than 1.0 are recommended for metal
phytoextraction (Yoon et al. 2006; Ali et al. 2013). In the
phytoextraction process, a target metal could be translocated
to the easily harvestable plant parts, e.g., the shoot tissues
(Yoon et al. 2006). According to our results, bioaugmentation
with Micrococcus sp. TISTR2221 significantly enhanced the
PEC, BAF, and TF values in Z. mays L. even at high cadmium
concentrations in the soil. The increase in these values could
be the result of the increasing cadmium bioavailability by
Micrococcus sp. TISTR2221. The change in soil metals into
bioavailable forms can increase metal translocation from the
roots to the shoots (Chiu et al. 2005).

The percentages of cadmium removal from contaminated
soil by bacterial-inoculated Z. mays L. were higher than those
in uninoculated Z. mays L. at all harvested periods (Fig. 3).
The highest percentages of cadmium removal from uninocu-
lated and bacterial-inoculated soils were found at 6 weeks
after transplantation. From an economic point of view,
Sheng et al. (2012) offers a good perspective to use Z. mays
L. as an energy crop for metal phytoextraction. Therefore,
Z. mays L. could be offered as a good candidate for a
cadmium-accumulating plant. In addition, a combined ap-
proach using plants and microbes to mediate cadmium
phytoextraction has been accepted as an effective, environ-
mentally friendly, and low-cost cleanup option (Ali et al.
2013). It should be realized that inoculation of Z. mays L. with
cadmium-resistant PGPB seems to be a valuable approach to
mediate cadmium phytoextraction.

Conclusion

This work explores the application of a cadmium-resistant
PGPB to promote plant yields and assist in cadmium accumu-
lation in plant tissues.Micrococcus sp. TISTR2221 promoted
the root elongation of Z. mays L. seedlings in the presence and
absence of cadmium. Cadmium in soil had a slight effect on
the plant growth in terms of root and shoot lengths and dry
biomass. However, soil inoculation with Micrococcus sp.
TISTR2221 can solve this problem because it had a stimula-
tory effect on plant growth. It increased plant uptake and the
accumulation of cadmium in Z. mays L. roots and shoots. In
addi t ion, Z. mays L. is appl icable for cadmium
phytoextraction purposes because it had fast growth, a large
biomass yield, and a high TF at the beginning of the growth

stage. It can be speculated that plant and microbe interactions
play an important role in the bioremediation of cadmium-
polluted soil. In conclusion, Micrococcus sp. TISTR2221 fa-
cilitates cadmium phytoextraction in Z. mays L.
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Abstract  

 This study examined the potential of three strains of cadmium-resistant bacteria, 

including Micrococcus sp., Pseudomonas sp. and Arthrobacter sp., to promote root 

elongation of Glycine max L. seedlings, soil cadmium solubility and cadmium 

phytoremediation in G. max L. planted in soil highly polluted with cadmium with and without 

nutrient biostimulation. Micrococcus sp. promoted root length in G. max L. seedlings under 

toxic cadmium conditions. Soil inoculation with Arthrobacter sp. increased the bioavailable 

fraction of soil cadmium, particularly in soil amended with a C:N ratio of 20:1. Pot culture 

experiments observed that the highest plant growth was in Micrococcus sp.-inoculated plants 

with nutrient biostimulation. Cadmium accumulation in the roots, stems and leaves of G. max 

L. was significantly enhanced by Arthrobacter sp. with nutrient biostimulation. A combined 

use of G. max L. and Arthrobacter sp. with nutrient biostimulation accelerated cadmium 

phytoremediation. In addition, cadmium was retained in roots more than in stems and leaves 

and G. max L. had the lowest translocation factor at all growth stages, suggesting that G. max 

L. is a phytostabilizing plant. We concluded that biostimulation-assisted bioaugmentation is 

an important strategy for improving cadmium phytoremediation efficiency. 

 

Keywords: Cadmium-resistant bacteria; Nutrient addition; Phytoremediation; Glycine max 

L.  
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1. Introduction 

Although the background level of cadmium (Cd) in soil (from 0.5 to 3.0 mg kg-1) has 

no direct effect on living organisms (Wang et al., 2007), several human activities (e.g., 

mining, industrial waste, smelting of ores, sewage sludge) bring about the spread and 

contamination of soil with heavy metals Mahar et al., 2016 . Cadmium pollution in 

agricultural areas has become a serious environmental issue and is most frequently detected 

in agricultural soil in many countries (e.g., Thailand, South Korea, China) (Simmons et al., 

2003; Kim et al., 2003; Wang et al., 2014a). In particular, the Mae Sot district of Tak 

province in northern Thailand is the first reported cadmium-polluted area with nonferrous 

mineralization adjacent to rice-based agricultural systems (Simmons et al., 2003). 

Physical and chemical remediation technologies can rapidly remediate cadmium-

contaminated soil but are expensive and disturb soil functions and properties. In comparison, 

phytoremediation technology has been successfully applied to clean heavy metal-

contaminated soil because it is an environmentally friendly and cost-effective technology that 

induces fewer changes to land use patterns (Wan et al., 2016). Heavy metal phytoremediation 

requires the growth of a plant that can accumulate heavy metals in their tissues Ullah et al., 

2015 . However, plants that are grown in soil with high concentrations of heavy metals 

experience plant stress and irreversible damage due to heavy metal toxicity. Low heavy metal 

bioavailability in soil caused by strong binding of heavy metals to soil particles affects heavy 

metal phytoremediation (Ali et al., 2013). Therefore, techniques to solve these limitations to 

phytoremediation performance should be developed.  

Several studies have reported the potential of microorganisms to increase the 

bioavailability of heavy metals in soil, which results in increased plant uptake abilities 

(Prokop et al., 2003; Bolan et al., 2014; Khonsue et al., 2013). Various (rhizo)bacteria have 

been successfully implicated in promoting plant growth and decreasing toxicity or stress 
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when plants are grown in cadmium-contaminated soils (Glick, 2010; Guo and Chi, 2014; 

Sangthong et al., 2016 ). Certain soil bacteria can also transform heavy metals into soluble 

and bioavailable forms by altering the chemical properties of heavy metals using binding 

compounds such as exopolymers, siderophores, organic acids, and biosurfactants (Prapagdee 

et al., 2012; Bolan et al., 2014; Ullah et al., 2015). Therefore, the coupled use of 

accumulating plants and bioaugmented bacteria to clean heavy-metal contaminated areas is a 

promising technique to improve phytoremediation performance. However, nutrient deficiency 

in polluted areas retards the growth of bioaugmenting bacteria. Bacterial activity and 

proliferation in contaminated soil can be stimulated by biostimulation with nutrients (Tyagi et 

al., 2011). Biostimulation with nutrients to accelerate the microbial growth and activity has 

been widely studied in bioremediation of both organic and heavy metal pollutants (El-

Bestawy and Albrechtsen, 2007; Wang et al., 2014a; Mahbub et al., 2017). 

There have been several studies on the use of bioaugmentation assisted by 

biostimulation (BAB) technology for heavy metal bioremediation in contaminated soil (Wang 

et al., 2014a; Wang et al., 2014b). The study of Mahbub et al. (2017) reported that the 

mercury removal was significantly increased in contaminated soil inoculated with 

Sphingobium sp. SA2 and nutrient amendment compared to the untreated contaminated soil. 

To date, few studies have applied BAB technology to cadmium phytoremediation by crop 

plants in real, highly cadmium-polluted soil. Soybean (Glycine max L.), an annual crop that is 

commonly grown in cadmium-polluted areas in Tak province, Thailand was used in this 

study. The effects of biostimulation with nutrients (carbon and nitrogen) in cadmium-

contaminated soil on the growth of three strains of cadmium-resistant bacteria and their 

performance on increasing soil cadmium bioavailability were studied. The effects of soil 

inoculation with cadmium-resistant bacteria on plant growth and cadmium accumulation by 
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G. max L. planted in cadmium-contaminated soil under non-biostimulation and 

biostimulation conditions were also investigated.  

 

2. Materials and Methods 

2.1 Strains of cadmium-resistant bacteria and preparation of bacterial inocula  

The three strains of cadmium-resistant bacteria used as bioaugmenting bacteria were 

indole-3-acetic acid (IAA)-producing Micrococcus sp. TISTR2221 (formerly strain MU1) 

(Prapagdee et al., 2013), siderophore-producing Pseudomonas sp. PM2 (Sangthong et al., 

2015) and exopolymer-producing Arthrobacter sp. TISTR2219 (formerly strain TM6) 

(Prapagdee et al., 2012). These strains were isolated from rhizosphere soil and plant roots 

collected from cadmium-polluted areas. Cell suspensions of these cadmium-resistant bacteria 

were grown in Luria-Bertani (LB) broth (Criterion, USA) as previously described by 

Prapagdee et al. (2013). The cell turbidity of each bacterial suspension was adjusted to OD 600 

~0.2 for further experiments. The approximate number of viable cells of Micrococcus sp., 

Pseudomonas sp. and Arthrobacter sp. were 1.4 x 108, 1.1 x 108 and 1.5 x 108 CFU mL-1, 

respectively. 

 

2.2 Cadmium-contaminated soil preparation and analysis 

Soil was collected in a highly cadmium-contaminated agricultural field at  

Mae Tao subcatchment, Mae Sot district, Tak province, Thailand. The soil was air-dried, 

ground, and passed through a 2-mm sieve before analysis of physical and chemical 

properties, which are presented in Table 1. Each soil sample was divided into two 

subsamples. The first was extracted with a mixture of 1:3 (by volume) concentrated nitric 

acid (HNO3) (Merck, Germany) and concentrated hydrochloric acid (HCl) (Merck, Germany) 

for analysis of total cadmium. The second subsample was extracted with diethylenetriamine 
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pentaacetic acid (DTPA) (Ajax, Australia) for analysis of bioavailable cadmium or DTPA-

extractable cadmium (Faust and Christians, 2000). Prokop et al. (2003) reported that the 

DTPA-extractable fraction is suitable for measuring bioavailable cadmium in contaminated 

soil. Concentrations of total and bioavailable cadmium were analyzed using flame atomic 

absorption spectrophotometry (FAAS) (Varian spectra model AA240FS, USA). The 

quantification detection limit of cadmium by FAAS was 0.01 mg kg -1. The organic matter 

and total nitrogen were analyzed by the wet oxidation method of Walkley and Black ( 47  

and the Kjeldahl method, respectively.  The available phosphorus was measured using the 

Bray II extraction method and the extractable potassium, extractable calcium and extractable 

magnesium were determined after leaching the soils with ammonium acetate (Carter and 

Gregorich 2008).  

 

2.3 Plant-root elongation assay  

To evaluate the capability of cadmium-resistant bacteria to promote root elongation of 

G. max L. under toxic cadmium conditions, an in vivo root elongation assay of G. max L. was 

carried out according to the method of Prapagdee et al. (2013). Surface-sterilized seeds of G. 

max L. were placed on filter paper soaked with various cadmium ion concentrations in  the 

form of cadmium nitrate, including 0, 25, 50 and 75 mg L-1, respectively. Each strain of 

bacterial suspension was overlaid on the surface of G. max L. seeds. The root length of the 

seedlings was measured after incubation at room temperature in the dark for 5  d. The root 

lengths of seedlings were averaged from at least 20 replicates.  

 

2.4 Effects of biostimulation with nutrients on bacterial growth and cadmium bioavailability 

in cadmium-contaminated soil  
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Various concentrations of carbon in the form of glucose (C6H12O6) and nitrogen in 

form of ammonium sulfate ((NH4)2SO4) were added to sterilized cadmium-contaminated soil 

to reach C:N ratios of 5:1, 10:1 and 20:1. Soil with nutrient addition was randomly collected 

to analyze and calculate actual C:N ratios. Each strain of bacterial inocula was individually 

inoculated into sterilized contaminated soil with and without biostimulation and incubated at 

30 oC with continuous shaking at 180 rpm. In addition, 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) was 

added into sterilized contaminated soil as an axenic control treatment. To determine bacterial 

viability in sterilized contaminated soil, soil samples were collected at 1, 3, 5, 10, 15 and 20 

d, and viable cell numbers of inoculated bacteria were counted using the standard plate count 

method. To measure soil cadmium solubility, soil samples were collected after incubation for 

10 d and separated into two parts for analysis of total cadmium (Acid-digested) and 

bioavailable cadmium (DTPA-extractable) according to the methods described above. DTPA 

is applied to estimate the metal concentration for plant uptake (Quevauviller et al., 1998).  It 

uses to extract heavy metals as a potential indicator of plant-bioavailable heavy metals from 

soils (Prokop et al., 2003). Soil cadmium concentration was presented in terms of 

bioavailable and non-bioavailable forms. The concentration of non-bioavailable forms was 

calculated by subtracting DTPA-extractable cadmium from the concentration of total 

cadmium. 

 

2.5 Greenhouse study of bioaugmentation and biostimulation experiments 

2.5.1 Preparation of G. max L. seedlings 

G. max L. seeds were purchased from local agriculturalists at the contaminated area, 

Tak province, Thailand. G. max L. seedlings were prepared by planting in garden soil without 

cadmium contamination for two weeks. Two-week-old G. max L. seedlings at an 
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approximate height of 20 cm were individually transplanted to plastic pots filled with 3 kg of 

cadmium-contaminated soil.  

 

2.5.2 Experimental setup 

 Two sets of pot experiments of G. max L. were established, including non-

biostimulation and biostimulation experiments. Each set was divided into four treatments as 

follows: i) G. max L. (the uninoculated control); ii) G. max L. + Micrococcus sp.; iii) G. max 

L. + Pseudomonas sp.; and iv) G. max L. + Arthrobacter sp. The soil was amended with 

carbon and nitrogen sources for biostimulation experiments. A suspension of bacterial 

inoculum was inoculated into the non-sterilized cadmium-contaminated soil and manually 

mixed well to reach an inoculum size of approximately 106 CFU g-1 before transplantation 

(Liu et al., 2015). A total of eight treatments of G. max L. transplanted to cadmium-

contaminated soil were prepared in 25-cm-diameter round plastic pots. All pots were placed 

at random in the greenhouse with natural light and watered daily with the same volume of 

deionized water in the morning for three months. An average temperature and relative 

humidity in the greenhouse were 32.4 ± 0.8 C and of 71.3 ± 6.3 %. 

 

2.5.3 Plant and soil sample collection and analysis 

 Plant and soil samples were collected every month to represent each stage of plant 

growth after transplantation for one month (before the flowering stage), two months (the 

beginning pods stage) and three months the full seed stage), respectively. Plants were 

harvested from soil and rinsed several times with deionized water to remove cadmium bound 

to the root surface. Root length, stem height, and plant dry weight were measured. For 

cadmium content determination, dry plant samples (root, stem and leaf) were ground and 

acid-digested with a mixture of 2:1 (by volume) concentrated HNO3 and concentrated 
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perchloric acid (HClO4) (Merck, Germany) before analyzing with FAAS. Cadmium content 

in plants was calculated on a dry weight basis. Concentrations of total cadmium (acid-

digested) and bioavailable cadmium in soil were extracted and analyzed using the methods 

described above.  

 

2.6 Data and statistical analysis 

 The cadmium content in plant tissue and soil was used to calculate the phytoextraction 

coefficient (PEC), the bioaccumulation factor (BAF) and the translocation factor (TF) 

according to the previously mentioned equations used by Kumar et al. (1995), Khaokaew and 

Landrot (2015), and Mattina et al. (2003), respectively. The PEC is calculated by dividing 

cadmium concentration in the whole plant with that in the soil surrounding the plant roots. 

The BAF is estimated by calculating the ratio of cadmium concentration in the whole plant to 

the bioavailable metal concentration in the soil surrounding the plant roots. The TF is the 

ratio of cadmium concentration in above-ground plant tissues (shoots) to that in underground 

plant tissues (roots). All analytical results were expressed as means and standard errors from 

data collected at least in triplicate. Analysis of variance (ANOVA) was used to compare the 

means of different treatments at 95% confidence, and DMRT was performed to determine the 

statistical significance at a significance level of 0.05 for the plant root elongation and 

greenhouse experimental data using the SPSS 17 software.  

 

3. Results and Discussion  

3.1 Promotion of root lengths of G. max L. by cadmium-resistant bacteria under toxic 

cadmium conditions 

 Seeds of G. max L. were soaked in a cell suspension of each cadmium-resistant 

bacterium in the presence and absence of cadmium. Fig. 1 showed that the root lengths of G. 
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max L. seedlings in the absence of cadmium were higher than those in the presence of 

cadmium both with and without bacterial inoculation. Increased cadmium concentrations 

decreased the root length of G. max L due to the toxic effects of cadmium. Significant percent 

increases in the root length of inoculated G. max L. seedlings at cadmium concentrations of 0, 

25, 50 and 75 mg L-1 compared to the uninoculated control seedlings were found only for G. 

max L. seedlings inoculated with Micrococcus sp. (by 31.9, 26.2, 22.6, and 21.7%, 

respectively). Only Micrococcus sp. had a positive effect on root elongation of G. max L.; no 

significant effect was found for Pseudomonas sp. and Arthrobacter sp. Our previous studies 

reported that Micrococcus sp. is a high producer of IAA, up to 402 ± 13 mg L-1, and promote 

the root elongation of Helianthus annuus L. (Prapagdee et al., 2013) and Zea mays L. 

(Sangthong et al., 2016) seedlings under toxic cadmium conditions.  

 

3.2 Survival of cadmium-resistant bacteria in cadmium-contaminated soil with and without 

nutrient biostimulation 

 The growth of cadmium-resistant bacteria was monitored in sterilized cadmium-

contaminated soil at cadmium concentrations of 50.35 ± 2.87 mg kg-1 and biostimulated with 

nutrients at C:N ratios of 5:1, 10:1 and 20:1, compared to control treatment without 

biostimulation (initial C:N ratio of 11.7:1). The highest growth among all strains was 

observed five days after inoculation and slightly decreased until 20 days of incubation (Fig. 

2). Plants grew well in sterilized cadmium-contaminated soil due to cadmium-resistant 

capabilities. Our previous study reported that these three strains of cadmium-resistant bacteria 

were resistant up to a cadmium concentration of 1000 mg L-1 (Prapagdee et al., 2012; 

Prapagdee et al., 2013; Sangthong et al., 2015). Some bacterial strains isolated from 

contaminated sites possess the excellent metal-scavenging capability and high resistance to 

heavy metals (Malik, 2004).  
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The numbers of viable cells of Pseudomonas sp. (Fig. 2b) and Arthrobacter sp. (Fig. 

2c) in sterilized cadmium-contaminated soil amended with all C:N ratios did not significantly 

differ. However, the highest amounts of viable cells of Pseudomonas sp. and Arthrobacter sp. 

were found at five days of incubation in sterilized cadmium-contaminated soil amended with 

a C:N ratio of 20:1 by 8.78 and 8.38 log10 CFU g-1 of soil, respectively. In addition, the 

numbers of Micrococcus sp. after inoculation in sterilized cadmium-contaminated soil 

amended with C:N ratio of 20:1 for five days significantly differed from those with other C:N 

ratios and from the control treatment (Fig. 2a).  

Our findings suggest that the addition of carbon is required for biostimulation of 

bacterial growth in cadmium-contaminated soil, particular soil with low organic carbon 

content and less bioavailable nutrients. Metal pollutants cannot provide carbon sources for 

bacterial growth and therefore, the addition of carbon to metal-polluted soils for bacterial 

growth biostimulation is recommended. In biostimulation for bioremediation of organic 

pollutants (e.g., polycyclic aromatic hydrocarbons) microorganisms use organic pollutants as 

sources of carbon and energy for growth and multiplication. Therefore, inorganic 

macronutrients such as nitrogen and phosphorous are supplied to give a final C:N:P ratio of 

100:10:1 (Leys et al., 2005; Xu and Lu, 2010). However, biostimulation of soil 

microorganisms with nitrogen and phosphorous had less effect on diesel oil biodegradation 

because of nutrient bioavailability limitation in the soil (Bento et al., 2005). 

 

3.3 Increasing bioavailability of soil cadmium using cadmium-resistant bacteria with nutrient 

biostimulation 

 Soil inoculation with cadmium-resistant bacteria in both non-biostimulation and 

biostimulation conditions increased concentrations of bioavailable cadmium compared to the 

uninoculated control, except for soil with Pseudomonas sp. inoculation at a C:N ratio of 5:1 
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(Fig. 3a). Among the different C:N ratios, the highest concentrations of bioavailable 

cadmium in soil were found at a C:N ratio of 20:1 with bacterial inoculation. Soil with 

Arthrobacter sp. inoculation at a C:N ratio of 20:1 had the highest concentration of 

bioavailable cadmium; 29.4 and 38.2% higher than uninoculated soil with and without 

nutrient biostimulation, respectively. Nutrient addition at a C:N ratio of 20:1 indirectly 

facilitated an increase in cadmium solubility. In addition, no significant difference in the 

concentration of non-bioavailable forms was observed because of the high levels of total 

cadmium concentration in contaminated soil (Fig. 3b). 

Our previous studies explained possible mechanisms by which Micrococcus sp. 

(Prapagdee et al., 2013), Pseudomonas sp. (Sangthong et al., 2015) and Arthrobacter sp. 

(Prapagdee et al., 2012) increase cadmium solubility in contaminated soil. Soil inoculation 

with some bacteria e.g., siderophore-producing bacteria (Rajkumar et al., 2010) and IAA-

producing bacteria (Prapagdee et al., 2013) increased heavy metal solubility and 

bioavailability. In addition, these findings indicate that a high ratio of carbon in contaminated 

soil can enhance bacterial growth and activity, in particular increasing bioavailable cadmium 

in soil. An increase in bioavailable cadmium in soil promotes plant cadmium uptake and 

accumulation. Therefore, nutrient biostimulation at a C:N ratio of 20:1 in contaminated soil 

was used to accelerate bacterial performance in cadmium phytoremediation experiments.  

 

3.4 Bioaugmentation and biostimulation strategies enhanced the efficiency of cadmium 

phytoremediation by G. max L. 

3.4.1 G. max L. growth after cultivation in cadmium-contaminated soil 

The root length, stem height and dry biomass of G. max L. with either Micrococcus 

sp. or Pseudomonas sp. inoculation were significantly higher than in uninoculated plants 

under both non-biostimulation and biostimulation conditions (Table 2). Inoculation with 
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Arthrobacter sp. did not increase plant dry biomass compared to the uninoculated control. In 

addition, some microorganisms in polluted soil reduce the toxic effects of heavy metals 

(Ullah et al., 2015). There were no visual symptoms of cadmium toxicity in G. max L. 

planted in cadmium-contaminated soil at cadmium concentrations of 50.35 ± 2.87 mg kg-1. 

Cadmium concentrations at 100 mg kg-1 reduced shoot height and dry biomass of G. max L. 

(Shute and Macfie, 2006).  

Soil at a C:N ratio of 20:1 had no significant increase in plant growth in uninoculated 

plants, indicating that non-biostimulated soil had an optimum C:N ratio (11.7:1) for plant 

growth. Taiwo et al. (2016) reported that compost with a C:N ratio of 10.1 ± 3.0:1 is suitable 

for agricultural growth of Hibiscus cannabinus for metal bioremediation. Therefore, an 

increase in C:N ratio in cadmium-contaminated soil did not positively affect plant growth. 

Our findings suggest that nutrient biostimulation at a C:N ratio of 20:1 could stimulate 

bacterial growth and activity. This further confirms that root length, stem height and dry 

biomass of Micrococcus sp.-inoculated G. max L. under nutrient biostimulation were higher 

than without nutrient biostimulation. The highest plant growth was found in Micrococcus sp.-

inoculated plants after transplantation for three months with nutrient biostimulation. The root 

length, stem height and dry biomass of Micrococcus sp.-inoculated plants with nutrient 

biostimulation after transplantation for three months was higher than in uninoculated plants 

without biostimulation by 106.6%, 24.3% and 90.3%, respectively.  

One explanation for these observations relates to a finding in our previous studies of 

H. annuus L. (Prapagdee et al., 2013) and Z. may L. (Sangthong et al., 2016). Micrococcus 

sp. has been shown to produce high levels of IAA and promote plant growth under toxic 

cadmium conditions (Prapagdee et al., 2013). The use of plant growth promoting 

(rhizo)bacteria to improve plant growth in heavy metal-contaminated soil has been well 

documented in several publications (Ma et al., 2009; Guo and Chi, 2014; Liu et al., 2015). 
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Bacteria with certain characteristics (e.g., production of phytohormones, nutrient 

solubilization) can promote plant growth and alleviate metal toxicity to plants (Glick, 2010). 

Fast-growing and high biomass-producing plants can be used for phytoremediation because 

they can compensate lower cadmium accumulation with much higher biomass (Phaenark et 

al., 2009).  

 

3.4.2 Cadmium uptake and bioaccumulation in G. max L. 

Table 3 presents concentrations of cadmium that accumulated in each part of G. max 

L. under non-biostimulation and biostimulation conditions. Cadmium content in roots, stems 

and leaves of G. max L. with bacterial inoculation were significantly higher than those in the 

uninoculated control under both non-biostimulation and biostimulation conditions. The 

highest cadmium content in the roots, stems and leaves of G. max L. were found in 

Arthrobacter sp.-inoculated plants followed by Micrococcus sp.-inoculated plants under 

nutrient biostimulation. The results of the effect of nutrient biostimulation without bacterial 

inoculation on cadmium accumulation in plants found that cadmium contents in the roots, 

stems and leaves of uninoculated plants under nutrient biostimulation were slightly higher 

than in the uninoculated plants. However, cadmium contents in plants with bacterial 

inoculation both with and without nutrient biostimulation were higher than in the 

uninoculated plants. It could be postulated that nutrient biostimulation might promote the 

growth and activity of indigenous soil bacteria, resulting in enhanced soil cadmium solubility 

and bioavailability. This was supported by the work of Margesin and Schinner (2001), who 

reported that nutrient biostimulation in diesel-oil-contaminated soil increased in the number 

of indigenous soil microorganisms and oil degraders.   

Nutrient biostimulation promoted cadmium uptake and accumulation in inoculated 

plants. Under the non-biostimulation condition, cadmium contents in the roots, stems and 
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leaves of Arthrobacter sp.-inoculated plants after transplantation for three months were 

higher than those of the uninoculated control by 65.1%, 62.1% and 33.9%, respectively. 

Cadmium contents in the roots, stems and leaves of Arthrobacter sp.-inoculated plants after 

transplantation in soil with nutrient biostimulation for three months were higher than those of 

the uninoculated control without biostimulation by 71.6%, 96.1% and 43.0%, respectively. 

Our results correspond with the study of Mahbub et al. (2017) the mercury removal from 

contaminated soil by Sphingobium sp. SA2 was improved when nutrients were added, 

suggesting that the lack of nutrients in the soil is a limiting factor to activate indigenous or 

inoculated microbial activities. Unfortunately, cadmium concentrations in G. max L pods 

with seeds in all treatments (from 16.36 to 22.10 mg kg-1) exceeded the standard maximum 

allowable level of cadmium (0.2 mg kg-1) set by the Codex Alimentarius Commission. Even 

at relatively low cadmium concentrations in soil, cadmium content in G. max L. seeds 

exhibited levels 3-4-fold for cadmium in grains for human 

consumption (Shute and Macfie, 2006). Several physiological processes of G. max L. affect 

cadmium accumulation in G. max L. seeds, including the rate of cadmium uptake from the 

soil, xylem translocation from root to shoot, and phloem movement into seeds during 

maturation (Sugiyama et al., 2007).  

In addition, cadmium content in the stems and leaves (above-ground tissue) of G. max 

L. in all treatments after transplantation for two months were higher than those observed for 

other harvesting periods. The growth of G. max L. two months after transplantation enters the 

beginning pod (reproductive) stage. At this stage, G. max L. consumes significant nutrients to 

promote pod formation and may take up additional metals. This is consistent with the study 

of Ishikawa et al. (2005), who reported that G. max L. roots in the reproductive stage take up 

significant nutrients from the roots to shoots to maintain pods and coincidently take up 

cadmium into plant tissue. However, we found that cadmium accumulated more in roots than 
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in stems and leaves at all harvesting periods. Cadmium content accumulated in G. max L. 

tissues descending in the order as follows: root > stem > leaf. 

In general, plant roots take up heavy metals from the soil by both passive transport of 

water-soluble heavy metals through the root and active transport across the plasma membrane 

of root epidermal cells. Heavy metals are then transported via the xylem into the shoots for 

accumulation (Ghosh and Singh, 2005; Nouri et al., 2011). One possible explanation involves 

the limiting translocation of cadmium from roots to shoots when high cadmium content has 

already accumulated in the shoots. At high cadmium concentrations, the root cells bind to 

cadmium, causing cadmium precipitation and adsorption inside the root cells and resulting in 

a low translocation rate of cadmium to the shoots via xylem (Shute and Macfie, 2006). In 

addition, cadmium is accumulated in the vacuoles, which are mainly located in plant roots, 

and can be stored in dead cells in the root system (Grant et al., 1998). In addition, bacterial 

cells can absorb cadmium ion from a solution; therefore, some cadmium ions in soil solution 

might be absorbed by bacterial cells (Prapagdee et al., 2013).  

The results of cadmium accumulation in one G. max L. plant shown in Fig. 4 

corresponded well with those obtained from Table 3. This table clearly shows that cadmium 

accumulation in one bacterially inoculated G. max L. was higher than that in the uninoculated 

control under both biostimulation and non-biostimulation conditions (Fig. 4). Interestingly, 

cadmium content in the uninoculated plant under biostimulation conditions was slightly 

higher than that of the uninoculated plant under non-biostimulation conditions at two and 

three months after transplantation by 16.4% and 17.3%, respectively. This indicates the 

stimulation effect of nutrient addition on indigenous microorganisms. It was observed that 

after transplantation for two months under the biostimulation condition, Arthrobacter sp.- and 

Micrococcus sp.-inoculated plants had higher cadmium content than the uninoculated plant, 

by 3.36- and 3.22-fold, respectively. The increase in cadmium content in bacterial-inoculated 
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plants after two months of harvesting could result in high biomass yield and high 

accumulation of cadmium in the stems and leaves of G. max L. compared to other harvesting 

periods.  

 

3.4.3 Phytoremediation performance of cadmium in G. max L. 

 The performance of cadmium phytoremediation by G. max L. was evaluated by the 

values of PEC, BAF and TF shown in Table 4. After transplantation for two months, the 

inoculated plants demonstrated higher PEC and BAF than uninoculated plants in both 

biostimulation and non-biostimulation conditions. The maximum PEC and BAF values were 

found in Arthrobacter sp.-inoculated G. max L. with nutrient biostimulation after two 

months, followed by Micrococcus sp.-inoculated plants. It is clear that PEC and BAF values 

differed among the various G. max L. growth stages in the order of beginning pod stage (2 

months) > full seed stage (3 months) > before flowering stage (1 month).  

Cadmium was retained more in roots than shoots at all growth stages, resulting in low 

TF values. This indicates that G. max L. limited translocation of cadmium from the root to 

shoot. There was no significant difference in TF values between the biostimulation and non-

biostimulation conditions. However, higher TF values compared to uninoculated plants were 

found in Arthrobacter sp. and Micrococcus sp.-inoculated plants after transplantation for two 

months, which is related to the high cadmium content in the stems and leaves. Aroa et al. 

(2003) reported that seeds of the G. max L. cultivar with low cadmium content also had low 

cadmium content in the shoots and high cadmium content in the roots, indicating a plant 

mechanism that prevents cadmium translocation to the shoots by retaining cadmium in the 

roots. 

Similar high PEC and low TF values have been reported in cadmium 

phytoremediation of Vigna radiata L. by Prapagdee et al. (2014). Plants with PEC or BAF 
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values greater than 1.0 indicate high heavy metal accumulation (Taiwo et al., 2016). 

However, plants with low TF values are considered to be useful for phytostabilizing plants 

(Cui et al., 2007; Prapagdee et al., 2014). Our results indicate that G. max L. is a cadmium-

accumulating plant that is suitable for cadmium phytostabilization. However, different 

cultivars of G. max L. differentially accumulated cadmium in the roots and shoots, and their 

potential to translocate cadmium to the shoots and seeds depended on the cadmium tolerance 

in each plant tissue (Grant et al., 1998; Sugiyama et al., 2007). Our findings suggest that the 

two important major factors affecting PEC, BAF and TF values of G. max L. are the cultivar 

of G. max L. and the bacterial inoculum. G. max L. is a cadmium-accumulating plant, 

suitable for cadmium phytostabilization. In addition, an appropriate solution for the further 

economical use of contaminated plant biomass is its application as a source of energy (Mahar 

et al., 2016). Therefore, contaminated G. max L. seeds could be used for biodiesel 

production, and G. max L. biomass could be used for fuel via direct combustion under control 

for air pollution and ash.  

 

4. Conclusions 

Arthrobacter sp. facilitated cadmium solubility from the non-bioavailable fraction in 

the soil, particularly for the biostimulation condition with a C:N ratio of 20:1. G. max L. at 

the beginning pod stage (after transplantation for two months) had the highest level of 

cadmium accumulation in stems and leaves. However, cadmium accumulated more in the 

roots than in the stems and leaves of G. max L. at all growth stages. Arthrobacter sp. 

exhibited the highest ability to enhance cadmium accumulation in G. max L (followed by 

Micrococcus sp.) under biostimulation at a C:N ratio of 20:1. Arthrobacter sp. inoculation 

and nutrient biostimulation increased the highest PEC and BCF values at the beginning pod 

stage. However, TF values were low in all growth stages, suggesting that G. max L. is a 
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phytostabilizing plant. We concluded that the combined use of nutrient biostimulation and 

bioaugmentation with Arthrobacter sp. and Micrococcus sp. is a practical, successful 

technique for improving cadmium phytoremediation. 
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Table 1 Physical and chemical properties of cadmium-contaminated soil 

 

Property Value 

Particle size distribution 

- Sand (%) 

- Silt (%) 

- Clay (%) 

Soil texture 

pH (1:1 w/v H2O) 

Electrical conductivity (1:5)(dS m-1) 

Cation exchange capacity (cmol kg-1) 

Organic matter (%) 

Organic carbon (%) 

Total nitrogen (%) 

Available phosphorus (mg kg-1) 

Extractable potassium (mg kg-1) 

Extractable calcium (mg kg-1) 

Extractable magnesium (mg kg-1) 

Total cadmium (mg kg-1) 

Bioavailable cadmium (mg kg-1) 

 

57 

24 

19 

Sandy loam 

  7.50 ± 0.01 

  0.20 ± 0.02 

  9.81 ± 0.32 

  2.02 ± 0.34 

  1.17 ± 0.19 

  0.10 ± 0.02 

13.19 ± 0.17 

88.10 ± 0.61 

3893 ± 84 

238.8 ± 1.6 

50.35 ± 2.87 

9.18 ± 0.54 

 

Table 1
Click here to download Table: Table 1_R1.docx























Figure Captions  

Fig. 1 Root elongation of G. max L. with and without cadmium-resistant bacteria inoculation 

under toxic cadmium conditions. Error bars represent SE (n = 20), and a different lowercase 

letter above a bar graph of each cadmium concentration denotes a significant difference at p < 

0.05 compared with the uninoculated control. 

 

Fig. 2 The numbers of viable cells of (a) Micrococcus sp., (b) Pseudomonas sp. and (c) 

Arthrobacter sp. in cadmium-contaminated soil with and without nutrient biostimulation. Error 

bars represent SE (n = 3). 

 

Fig. 3 Levels of bioavailable cadmium concentration in contaminated soil inoculated with 

cadmium-resistant bacteria with and without nutrient biostimulation. The error bars represent the 

SE (n = 3), and a different lowercase letter above a bar graph denotes a significant difference at p 

< 0.05 among the different C:N ratios. A different uppercase letter above a bar graph at the same 

C:N ratio indicates a significant difference at p < 0.05 of bacterial inoculation compared to the 

uninoculated control. An asterisk (*) denotes a non-significant difference at p < 0.05 according 

 

 

Fig. 4 Cadmium concentrations accumulated in a whole G. max L. plant after transplantation to 

cadmium-contaminated soil with and without nutrient biostimulation for 3 months. The error 

bars represent the SE (n = 3), and a different lowercase letter above a bar graph denotes a 

significant difference at p < 0.05 among the different harvesting periods. A different uppercase 

Figure captions



letter above a bar graph in the same harvesting period indicates a significant difference at p < 

0.05 of bacterial inoculation compared to the uninoculated control. 


	1
	1_EnvAsia 94_2015
	2_JEST_3843_2015
	3_ESPR_756_2016
	4_ESPR_AuthorProof_2017
	5_CHEM43585R1_Revised_Jun 2017



