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������������������������������������������������
�������������������������������������� ��������
��������������������������������� �����������
�������������������������������������������������
������������������������������������ 30 ������������
�������������� 7 ����������������������������
�����������������������������������������������
����������������������������������������������������
���������� 2 ��� ����������������������� ����������
�����������������������������������������������������
������������ ������� 1.44 ������ �������������������
���������� 93 �������������������������������
�������� 60 ���������������� ��������������������
�������������������������������������������������� ��

��������������������������������������� 0.93 ������ ��
��������������������������������� ���������������������
�������������������������������������������������
������������������������������������
������� ��������������� ��������������������
��������������� ������������

Abstract
The main objective of this research was to 

preliminarily screen chlorpyrifos-degrading mixed 
cultures from contaminated chilli farm soil and study 
their degradation ability. The study was in laboratory 
scale. The cultures were then determined the growth 
and degradation ability. The result showed that the 
mixed cultures were heterotrophic microorganisms 
which well grew in aerobic condition at temperature 
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of 300C and pH of 7.0. For the experiment on 
microbial growth and pesticide degradation, the 
results showed that the cultures was in log phase for 
2 days and then moved on to stationary phase. 
Specific growth rate of chlorpyrifos-degrading mixed 
cultures was 1.44 per day while chlorpyrifos of 93% 
was removed (initial pesticide concentration of 60 
mg/l). The chlorpyrifos degradation kinetics followed 
the first order kinetic reaction with the rate of 0.93 
per day. The results showed that the screened 
mixed cultures have a potential to remediate 
chlorpyrifos-contaminated sites. 
Keywords: Chlorpyrifos, biodegradation, mixed 
culture, cultures enrichment  

1. �����
���������������������������������������������

���������������������������������������������
��������������������������������������� ��������
����������������������������� ���������������
����������� � ��������� ��������������� ���� �� ��
����������� ������������������������ ����������
���������������������������������������������������
�������������� ������������ ����������������
��������������������������������� � ���������������
0.02 - 2.0 �������������� (ppm) [21] ������������
�������������������������������������������������������
����������������������������������������������������
�������

��������������������������������������������
����������������������������������������������
�����������������������������������������������������
������� �����������������������������������������
������������������������������������������������������
��������������� (chlorpyrifos) 

��������������� (O,O-diethyl O-3,5,6-trichloro-
2-pyridyl phosphorothioate) ������������������� ���
C9H11Cl3NO3PS ����������������������������������
�������� �������������������� LD50 (lethal dose 

50%) ������������ 95-270 �������������������� [19]  
���������������������������������������������� ������
���������������������������� ���� ���� �� �������
�� ������������ ������������������������ �������
[1] ���������������������������������������������
������������������������������������������������
�������� ���� ������� ���� ���� ���� ������������� ���
������������� ������� [2-3]       �������������������
���������������������������������������� 1 �� ��������
������������� �������������������������� [1, 4] 
������������������������������������������������
��������������������������������������������
������������������������ ���� �����������������
(sympathetic and parasympathetic ganglions) ������
� � � �� � � � � � � ���� ���� � � � ��� �  (neuromuscular 
junction) ��� ������������������ (central nervous 
system)  ����������������� �������������������������
[5] ����������������������������������������������
�����������������������������

������������������������������������������������
������������������������������������������� ����
������������� (adsorption) [6] ������������������
(photolysis) [7-8] ��������� (leaching) [9] ������
�� � ������� ��� � �� �� ��� � ��� �� ���� ��  (microbial  
biodegradation) [10] ��������������������
���������������������������� �������������������������
��������������������������������������� �����������
�������������������������������������������������
������������������������������� [11]       �����
���������������������������������������������������
��������������������������������� �������
���������� [12-16] ����������������������������
�������������������� ��� ����� ��������� ���
�������������������������������������

���������������� ������������������������������
��������������������� (mixed cultures) ��������������
������������ ���������������������������������
����������������������������������������������������
���������������������������� ��������������������
�����������������������������������������������
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��������������������������������������� �������
��������������������������������������������������
������������

2. ������������
2.1 ���������������������������

��������������������������� �����������������
����������������������� 0-20 ��������� ����������
������������������������ ����������� ������������������
����������������������������������������������������������
����������������������������������������� 50 ��

��������������������������� ������������������
������������������������������������� ������
500 ���� ������������������������ (������
0.5 ���������)    �����������������������������������
�������� 4 ������������ �����������������������
���������������������������������������������������
����� ����������������������������������������
0.01 ���������������� (���������������������������������
��� (Limit of Detection; LOD))   �����������������������
���������������������������������������������
�����������������������������
2.2 ������������������������������������������

����������������������������������� (Minimal 
Salt Medium; MSM) �����������������������������
������������������������������������������������ (stable 
mixed cultures)   �������������������  NaHPO4

5.8 ����  KH2PO4 3.0 ����    NaCl 0.5 ����     NH4Cl
1 ���� ��� MgSO4 0.25 ���� �������������������
�������������� (phosphate buffer)    �����������
10 ����������� [16]     ���������������������������������
���������������������������������������������������
�������� 121 ������������ ������������ 30 ����
����������������������������������������������������
������������������ ���������� 0.20 ���������
���������������������������������������������������
����������������������������������������������� �����
������ (bacto agar) ����������������� 2

2.3 ��������������������������������������������
���������������������������

��������������������������������������������
������������������������������ ����������������
������������������ (culture enrichment technique) 
������������������������������������������������
������������ ������ 20 ���� ����������������������
����������������������������������������������������
��������������� ������� 60 ���������������� ��������
��������������������������������������������������
���������������������������������������������������
����������������������������� (����������) ���������
������������ 1,000 ���������������� ����������������
��������������������������������������� [16] ����������
100 ��������� ������������������������������� �����
������������������������������ ������������
���������������������������������� 30 ������������
����������������������������������������� ���
����������������� (shaking incubator)     �����������
100 ���������� �������� 14 ��� ����������������
�������������������������������������� (enrichment) ��
1 ��� ���������������� (subculture) ��������������
��������������������� 5 ��������� ��������������
�������������������������������������������������������
������������������������� 60 ����������������
������� 100 ��������� (�������) ��������������������
��������� �������� 14 �������������������������������
5 ����� [16] �������������������������������� (soil 
free solution)   ��������������������������������������
�������������������������������������������������
����� (stable mixed culture)
2.4 ��������������������������������������������
�����������������������

������������������������������������������������
������������������������������������������
���������������������������������������������������
�������������������������������������������������
�������� � ���� � � �� �� � ���� ������  ( optical 
microscope) ���������������������������������������
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2.5 �������������������������������������������
�����������������������

�����������������������������������������������
��� ���������������������������������������� 2.2 ���
��������������� 5 ���������� ���������
������������������������������ ������������������
����� ��������������  60 ���������������� �����
���������������������������������� 30 ������������ ���
�������� 100 ���������� ������������ 14 ��� ����
���������������������������������������� 2 ��� �����
�������������������������������������������������� (spread 
plate technique) ����������������������������������
(Nutrient Agar; NA) ��������������������� ���
���������������������������������� (����������� 1 ����)
������ peptic digest of animal tissue 5 ����  beef 
extract 1.5 ����   yeast extract 1.5 ����  sodium 
chloride 5 ���� ��� agar 15 ���� ��������������������
������������������������������������������� �����������
121 ������������ ������������ 30 ���� �������
����������������������������������������� ����
������ 0.20 ��������� ���������������������������
����������������������������� 60 ����������������

�����������������������������������������������
������������������������������������������������
�� ���� ��� ������� � ���� ���� �������������� ����
��������������������������������������������
�������������������������������������������������
��������������������������������������������
������
2.6 ����������������������������������
�������������������������������������������

�������������������������������������������
���������������������� �������������������������������
��������� 2.2 ������������������ 5 ���������� ��
������������������������������������� ��������
������������������� 60 ���������������� [16] ������
������������������������������������ 30 ������������
����������������� 100 ���������� ������������
14 ���   �����������������������������������������

���� 2 ��� ������������������������������������
�������������������
2.7 ������������������������������������
����������������������������������������

���������������������������������������
���� �������������� �� �������������� �����������
������������������������������������������������������
��������� ��������������� ��������������������������
������������������������������ (log phase) ��������
����������������������������� (specific growth rate; 
�) �������������������������������������������
(doubling time) �������� (1) ��� (2) ��������� [17]

�  =  ln [������������] – ln [�������������]         (1) 
                    (����������� - ������������)

    t    =   ln 2 / �                    (2) 

����������������������������������������
�������������������������������������������������
�������������������������������������������
�����������������������������������������������������
��������������� ������������������������������������
����������� ����������������������������������
��������������������������
2.8 ����������������
       2.8.1 ������������������

������������������������������������������
����������������������������������������������������
����������������� ���������������������������������
���������� �����������������������������������������
���������������������������� 30 ������������ ������
������������������������������������ (CFU (Colonies 
Forming Unit) /milliliter)

���������������������������������������
������������������������ ������������������������
��������������� ����������������������������������
������������������������������� ����������
�������������� [20]
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       2.8.2 ��������������
�������������� ��� ������������������������

������� ������������������������������������������
������������������������������� (-20 ������������)
������������������

������������������������������������� ��������
����������������������������������� 500 ���������
�������������������� 20 ���� �������������������
�������������������������� 3 ����� �������������
500 ��������� ����������������������������
(dichloromethane)  ������� 100 ��������� 1 ����� ���
������� 50 ��������� 2 ����� �������������������������
�� ��������������������������������� (Na2SO4)
������������� ���� 250 ��������� �������������
�� �� ����� ������ ��� ������ �  (evaporator) (DTC-21, 
EYELA, Japan) ������������������ 42 ������������
��������������������� ����������������������
��������������������� (ethyl acetate) ������������
���� 5 ���������

�������������������������������������������
������������������������������� - ��������������
(Gas Chromatography - Frame Photometric 
Detector ; GC-FPD) (6890N, Agilent Technologies, 
USA) ����������������� DB-1701 ���� 30 ���� �
0.25 ��������� �������������������(film thickness) 
0.25 ��������� ��������������������������������� ���
�������������������������� (splitless mode)  �������
������������������������� (injector temperature) ���
200 ������������ �������������������������������
(injection volume) 2.0 ��������� �����������������
������������� (carrier gas)  ���������������������
1.5 ���������������� ����������������� (oven 
temperature) ����������� 80 ������������ ��������
����������������������������������������������������
1) �������������������� 80 ���� 195 ������������
���������������� 12 ������������������� 2) ���������
����������� 195 ���� 210 ������������ �����������
����� 2 ������������������� ����������� 7 ����  3) 
�������������������� 210 ���� 225 ������������ ���

������������� 15 ������������������� �����������
10 ����     4) �������������������� 225 ���� 275 
������������ ���������������� 35 ���������������
���� ����������� 7 ���� ���������

3. ����������������������
3.1 ����������������������������������������
������������

������������������������ (mixed cultures) ������
�������������������������������������������������������
�������������������������� �������������������
����� ��� 5 ����� (��������� 1 ����� ����������������
���� 2 �������)

�������� ����������������������������� ��� ���
�������� 30 ������������ ����� 7 ������������
�������� �����������������������������������������������
�������������������������� (heterotroph) �����������
����������� 30������������ �������������� 7 ��
������������������
3.2 �������������������������������������������
��������������������������

����������������������������������������������
����������������������� ��������������������������
�����������������������������������������������
�������������������������������� 3 ���� ���������
������ 1 ����������������������������������������
������������������������������������������� ���
����� ����������������������������� ������� ��������
���������� 3 �����������������������������
��������������������������������������� ����������
3 ���� ������������������������������������� 2 ���
��� �������� (rod) �������� (cocci) �������������
���������������������� 3 ���� ����� ����������������
��������������������������������� ������ �����
���������������������������� ������������������
�������� 1 ��������������������������������������
2 ��������� 2 �) ������������������� ������ 2 �) ���
������ 2 �) ������������������������������������
�������������������������������� ��������������
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���������������������������� ������ 2 �) ��������� 2 �)
����������������������������������

�������� 1 ���������������������������������������
���������������

���������������
���������

���������������������
������

���� ������ ������� ������������
�������� ������������1 ���� ����������

�������� ��� �������
�������� ������������2 ���� ����������

�������� ��� ������������
�������� ������������3 ���� ����������

������� ��� �������

������ 1 ��������������������������������������������
������������

����������������������������������������������������
��������������������������������������������
������������������� �����������������������������������
���������������������������������������� ���������������
������������������������������������������� [16, 18]       
��������������������������������������������������
������������������ ������� Li et al. �������������������
�������������������������� �������������������������
�������� (rod shape) ��������������� ��������������
�������������������� �������������������������
������������������� Sphingomonas sp. Dsp-2 [18]  ����
Anwar et al. ��������������������� Bacillus
pumilus C2A1   �������������������������������
���������� [16] 

      

�
�
�
�

�)

�
�
�
�
�

�)
�

�)

�)

������ 2 ������������������������������������
������������������������������������
�) ����������������������������
�) ����������������������������
�) ����������������������������

      
�������������������������������������������

����������������������� �������������������������
��������������������� (biodiversity) ��� ����������
������������������������������������������������
��������������� ��������������������������������������
���������������������������������������������������
�������� [11] ������������������������������������
�����������������

����

����

����
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3.3 ������������������������������������������
��������������������������

���������������������������������������������
����������������������� �����������������������
��������������������� ��������� 3 �������� ���������
�������� 14 ��� ����������������������������������� 2 
���� ��� ��������������� (log phase) ������������
(stationary phase) ��������������������� 0-2 ��� ���
������� 4 ������������ ���������

���������������������������������������
�������������������������� (lag phase) ���������
������������������������������������������������
��������������������������������������������� ��������
���������������������������������������������������
���������������������������������������������������
����������������������������� ������ ���� ������
�������������������� � �����������������������������
�������������������������������������������������
������� [16] 
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����������������������������������������
����������������������������������������������
��� � � ��� ��� � ����� � ������ ���� ��� ��� ��� �� ���
�������������������������������������� ����
������ ������������������� (4 ���) ����������������
���������������������������������������������������
�����������������

3.4 ���������������������������������
����������������������������������������������

����������������������������������
������������ ������������������������������������������
����� �������  5 .3×105 �� ����������������� ��
����������������������������������������������
�������������������������� 2 ������ ���������� 4 
��� 14 ��� ������������������������������������
������������������ ��������� 4
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������ 4 ������������������������������

���������������������������������� 14 ���
�������������������������������������������������� �����
������������������������������� 93 �����������
������������������ �������������������������������
������  (������ ) ������������������������� �
��������������������������������������������������
���������������������������������������������������
���������������������������������������������
����� �������������������������������������
(degradation pathway) �������������� �����������
�����������������������������������������������
�������� 2 ������ ����������������������������������
������� �������� �������������������������������������
(log phase)   �������������� 4 ��� 14 ��� ��������
(���������������) ����������������������������
��������������������������� (stationary phase)

����������������������������������������
��������������������������������������������
��������� (�����������������������������������������)
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������������������������������������������������
�������� ������������������������������������
�������������������� ������ 18 ��������������� 14 
��� �����������������������������������������������������
�������������������������������������

����������������������������������������
������������������������������������������
2 ������������� ��� ���������������������
������������������� [22] �����������������������
������������������������������������������
������������������������ ������������������������
��������������������������������������������
������������������������������������������������ ����
������������������ (half life) ������������������������
������������ (de-ionized water) ��� 49.5 ��� [22]
3.5 ��������������������������������������
����������������������������������������

��������������������������������������������
�����������������������������������������������
����������������������������������������������� �����
������������������������ 4 �������� ���������������
(log phase) ��������������������������������� 2 ���
�����������������������������������������������
������������������ ������������������������������
���������������������������������������������������
����� ������������ 1.44 ������ �������������������������
������������������ (doubling time) ������������ 0.48 ���

�����������������������������������������
������������������������������������������
������������������������������������������������
���������������������������������������� �������������
����� ������������������ ����������������
�����������������������������������������
����������������������� ����������������������������������
�������  0.9342 ������ ��������� 5 

���������������������������� ��������� �
������������������������������������������������
�������� ����������������������������������������������
����������������� ��������������������������

y = -26.861x + 101.17
R2 = 0.8179
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������ 5 �������������������������������������

5. ����
�����������������������������������������

�����������������������������������������������
������ ��������������������������������������������������
������������������  (heterotroph) ��������������
�������� 30 ������������ �������������� 7 ��
��������������� ������������������������������������
�����������������������

�������������������������������������������
������������������������������������������
���� 14 ��� �����������������������������������������
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�������������������������������������� 1.44 ������
����������������������������������������� 93 
�������������������������������������������������������
�����������������������������������������

�������������������������������������������
����������������������������������������������� ����
�������������������������������������������������
���������������������������� (dead phase) �����
������������������������������������������������
����� ��������������������������������������
������������������������������� �����������������
������� ������� ��������������������������������
������������������������ �������������������������
�����������������������������������������������
�������������������������������������������������������
����������������������

���������������
�������������������������������������������

��������������������������������������������� �����
������������������������������� �������������� Thai 
Fogarty ITREOH Center (Grant Number: D43 
TW007849) ������������������������������
����������������� ���������������������������
����������������������������
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