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Abstract 

_____________________________________________________________________ 

Bioaccumulation and physiological effects of lead in Sonchus arvensis 
Sumranwanich, T.* and Kruatrachue, M. 
Department of Biology, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok, 10400 Thailand 

 
A field survey of abandoned lead mine in Kanchanaburi has discovered that Sonchus 

arvensis, a deep-rooted perennial herb, accumulated a high concentration of lead (9,316 
mg/kg in shoots and 3,686 mg/kg in roots). The plant could also tolerate high concentrations 
of lead in the soil (165,500 mg/kg). A hydroponic culture study was conducted to investigate 
phytoextraction and accumulation of lead in S. arvensis comparing to a hyperaccumulator 
Brassica juncea. Three month old plants were acclimatized in Hoagland’s solution for 7 days 
before subjecting to different lead concentrations (0, 1, 5, 10 and 20 mg/L) for 15 days. It was 
found that both plants could remove and accumulate a large amount of lead. S. arvensis 
showed greater removal percentages with increased concentrations of lead, while B. juncea 
died after 6 days of 10 and 20 mg/L lead applications. The removal percentage was correlated 
with amount of lead accumulated in both plants. Lead was found to accumulate more in the 
roots than in the shoots. The highest lead concentrations in the shoots were 854 and 1,101 
mg/kg for S. arvensis and B. juncea, respectively. The highest lead concentrations 
accumulated in the roots of S. arvensis and B. juncea were 8,121 and 24,075 mg/kg, 
respectively. High concentrations of lead (10 and 20 mg/L) resulted in decrease in growth and 
biomass of both species. Toxicity symptoms e.g. burning leaf margins and leaf abscission 
were also observed. Although S. arvensis accumulated less amounts of lead, the plant was 
more tolerant to lead than B. juncea and possibly be useful for lead phytoremediation. 

We are also interested in mechanisms that contribute to Pb accumulation and 
tolerance in S. arvensis. One mechanism may involve glutathione-s transferase (GST), an 
enzyme that catalyzes the conjugation of heavy metals with glutathione (GSH). GST activities 
were significantly increased in the roots of Pb-treated plants. The GST activities have been 
found to increase 12 h after Pb treatment. Increasing concentrations of Pb (10 and 20 mg/L) 
drastically stimulated activity of GST. These results suggest that increases in GST activity 
may contribute to Pb accumulation and tolerance in S. arvensis. Further experiment is planned 
to purify GSTs using affinity chromatography and analyzed by high performance liquid 
chromatography (HPCL). 
_____________________________________________________________________ 
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บทคัดยอ 
_______________________________________________________________________________________________ 

การศึกษาความสามารถในการสะสมและผลทางสรีรวิทยาของตะกัว่ในตนผักกาดภูหิน 
ดร.ฐิตินันท สาํราญวานิช* และ ศาสตราจารย ดร.มาลียา เครือตราช ู  

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ถ.พระรามที่ 6 กรุงเทพ 10400 
 

ผักกาดภูหิน (Sonchus arvensis) ซ่ึงสามารถสะสมตะกั่วในลําตนไดสูงเม่ือเจริญในดิน
ที่ปนเปอนสารตะกัว่ไดถูกนํามาศึกษาในหองปฏิบัติการเพื่อสังเกตความสามารถในการดูดซับ
ตะกัว่จากสารละลาย (Pb removal) ความสามารถในการสะสมตะกัว่ (Pb accumulation) และ
ผลของตะกัว่ตออัตราการเจริญเติบโต โดยทดสอบเปรียบเทียบกับผักกาดเขียว (Brassica 
juncea) ซ่ึงเปนพืชที่ไดรับการยอมรับวาสามารถสะสมโลหะหนักไดในปริมาณที่สูง 
(hyperaccumulator) พืชทั้งสองชนิดถูกเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร Hoagland’s ที่มีสารละลาย
ตะกัว่เขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน และเปลี่ยนอาหารเหลวทุกๆ 
3 วัน ผลการทดลองพบวาพืชทั้งสองชนิดสามารถดูดซับสารละลายตะกัว่ไดดีที่ความเขมขน  1
มก./ล. ที่ความเขมขน 10 และ 20 มก./ล. ผักกาดเขียวมีอาการเหี่ยวเฉาและตาย ในขณะที่
ผักกาดภูหินยังสามารถเจริญไดดีและมีเปอรเซ็นตการดูดซับตะกั่ว 37% จากสารละลายตะกัว่ 
10 มก./ล. พืชทั้งสองชนิดมีการสะสมตะกั่วในรากมากกวาลําตน โดยความสามารถในการสะสม
ตะกัว่ของตนผักกาดภูหินสูงขึ้นเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารละลายตะกัว่ ในขณะที่ผักกาดเขียว
มีการสะสมตะกั่วสูงสุดที่ความเขมขน 10 มก./ล. และลดลงเมื่อเลี้ยงในสารละลายตะกั่วเขมขน 
20 มก./ล. ปริมาณตะกั่วสูงสุดที่พบในลําตนของผักกาดภูหินและผักกาดเขียวคือ 854 และ  
1,101 มก./ล. ตามลําดับ และปริมาณตะกั่วสูงสุดที่พบในรากของผักกาดภูหินและผักกาดเขียว
คือ 8,121 มก./ล. และ 24,075 มก./ล.ตามลําดับ ความเขมขนของสารละลายตะกัว่ในระดับสูง 
(10 และ 20 มก./ล.) มีผลทําใหอัตราการเจริญเติบโตของผักกาดเขียวลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p 
< 0.05) แตไมมีผลตอการเจริญของผักกาดภูหิน นอกจากนี้ยังพบวาสารละลายตะกั่วเขมขน 10 
และ 20 มก./ล. สามารถกระตุนการทํางานของเอ็นไซม glutathione s-transferase (GST) ใน
รากของตนผกักาดภูหินได โดยเอ็นไซม GST เพ่ิมสูงสุดเม่ือเลี้ยงพืชไวในสารละลาย 20 มก./ล. 
นาน 12 ชม. การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาผักกาดเขียวและผักกาดภูหินมีความสามารถในการ
สะสมสารตะกัว่ไดใกลเคียงกันแตผักกาดภูหินสามารถทนทานตอความเปนพิษของตะกั่วได
ดีกวาผักกาดเขียว  ดังน้ันผักกาดภูหินจึงเปนพืชที่นาสนใจสําหรับนํามาศึกษาเพื่อประยุกตใชใน
กระบวนการกาํจัดโลหะหนักโดยใชพืช หรือ phytoremediation 
_______________________________________________________________________________________________ 
 

คําสําคัญ: phytoremediation, Pb accumulation, phytoextraction, glutathione-s transferase 
(GST), glutathione (GSH), Sonchus arvensis, Brassica juncea, hydroponic, 
hyperaccumulator 



หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 

ทุนพัฒนาศกัยภาพในการทํางานวิจยัของอาจารยรุนใหม 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1. ชื่อโครงการ (ภาษาไทย) การศึกษาความสามารถในการสะสมและผลทางสรีรวทิยาของ

ตะกัว่ในตนผกักาดภูหิน 
                   (ภาษาอังกฤษ)  Bioaccumulation and physiological effects of lead in 

Sonchus arvensis 
 
2. ชื่อหัวหนาโครงการ   ดร.ฐติินันท สาํราญวานิช (Dr.Thitinun Sumranwanich) 
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3. สาขาวิชาทีท่ําการวิจัย  สรีรวิทยา (Plant physiology) และอณูวทิยาของพืช (Plant   
     molecular biology) 
 

   
5. ระยะเวลาดําเนินงาน   2 ป 
 
 
 
 
 
 



6. ไดเสนอโครงการนี้ หรือโครงการที่มีสวนเหมือนกับเรื่องนี้บางสวนเพ่ือขอทุนตอแหลงทุนอ่ืน
ที่ใดบาง 

[x]  ไมไดเสนอตอแหลงทุนอ่ืน 
[  ]  เสนอตอ ………………………………………………………………………………… 

ชื่อโครงการที่เสนอ …………………………………………………………………… 
กําหนดทราบผล (หรือสถานภาพที่ทราบ) …………………………………………… 

 
7. ปญหาที่ทําการวิจัย และความสําคัญของปญหา 

การปนเปอนของตะกั่วในสิง่แวดลอมนับเปนปญหาสําคัญ เพราะตะกัว่มีการ
สลายตวัชามาก (150–500 ป) ทําใหมีการสะสมของตะกั่วเปนปริมาณมากในหวงโซอาหาร ซ่ึง
กอใหเกิดสภาวะที่เปนพิษตอสิ่งมีชีวิต ตะกั่วมีผลตอสุขภาพของมนุษย โดยมีผลตอระบบ
ประสาท ไต และระบบภูมิคุมกันของรางกาย การกําจัดตะกั่วในดินสามารถทําไดหลายวธิี และ
วิธีที่ดีวิธีหน่ึงคือการใชพืช  (phytoremediation) ซ่ึงอาศัยความสามารถของพืชที่ทนตอโลหะ
หนัก และสะสมโลหะหนักไดเปนปริมาณมาก ซ่ึงโลหะหนักที่พืชสะสมไวน้ีสามารถนํามาเผาหรือ
นํามายอยสลายโดยจุลินทรียได โดยพืชที่สะสมโลหะหนักที่มีราคา เชน นิกเกิล สังกะสี ทองแดง 
อาจสงเขาโรงงานถลุงแรเพ่ือนําแรเหลานี้กลับมาใชไดอีก ขอดีของวธิีน้ีคือ มีประสิทธิภาพสูงใน
การลดปริมาณอิออนของโลหะหนัก มีคาใชจายต่ํา เหมาะกับการบําบัดดนิหรือนํ้าที่มีการ
ปนเปอนในปริมาณต่ํา ไมมีการทําลายบริเวณที่มีการปนเปอน และมีผลกระทบตอสิ่งแวดลอม
นอยมาก  

ในปจจุบันไดมีการสํารวจพบพืชมากกวา 400 สปชีส ที่สามารถใชสะสมโลหะหนัก
ได โดยพืชที่สํารวจพบสวนใหญจะสะสมนิกเกิล สังกะสี ทองแดง และแคดเมียม โดยจะพบวามี
พืชที่สะสมตะกั่วนอยมาก ทั้งน้ีเปนเพราะตะกั่วละลายน้ําไดต่ําที่ pH ที่เปนกลางและมัก
ตกตะกอนกับกลุมฟอสเฟตและซัลเฟตทําใหรากของพืชดูดตะกั่วไดยากกวาโลหะตัวอ่ืนๆ เพ่ือ
เปนการสํารวจหาและอนุรักษพันธุพืชที่สะสมตะกั่วในประเทศไทยไมใหสูญหาย ศาสตราจารย 
ดร.มาลียา เครือตราชู จึงริเริ่มโครงการ “การบําบัดดินและนํ้าที่ปนเปอนดวยสารตะกั่ว” ในป 
พ.ศ.2546 โดยไดออกสํารวจพืชที่ขึ้นในเหมืองบองาม จ.กาญจนบุรี ซ่ึงเปนเหมืองแรตะกั่วที่ปด
กิจการแลว จากการสํารวจ ศาสตราจารย ดร.มาลียา ไดพบพืชจํานวนมากที่สะสมตะกั่วในลํา
ตนในปริมาณที่สูง (มากกวา 1,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักแหง) และตัวอยางพืชที่
นาสนใจ คือ ผักกาดภูหิน (Sonchus arvensis) ซ่ึงสะสมตะกั่วในลําตนสูงถึง 7,700 มก/กก 
นอกจากนี้ผักกาดภูหินยังมีขนาดตนใหญเม่ือเจริญเต็มที่ และเพาะพันธุไดรวดเร็ว จึงมีความ
เหมาะสมในการที่จะนํามาใชบําบัดพื้นที่ปนเปอนสารตะกั่วในอนาคต  

เน่ืองจากปริมาณตะกั่วที่วัดจากตนผักกาดภูหินครั้งนี้เปนการวัดจากพืชที่เจริญบน
ดินของเหมืองแรที่มีปริมาณตะกั่วสูงกวา 100,000 มก/ลิตร ผูวิจัยจึงสนใจที่จะทดสอบ
ประสิทธิภาพการสะสมตะกั่วของตนผักกาดภูหินในสารละลายตะกั่วความเขมขนต่ํา (5-20 มก/



ลิตร) ในหองปฏิบัติการอีกครั้ง โดยจะใชตนทานตะวัน (Helianthus annuus) ซ่ึงเปนพืชในวงศ
เดียวกัน (Asteracease) มาทดลองควบคูไปดวย โครงการวิจัยน้ีมีจุดประสงคหลักเพื่อศึกษา
ปจจัยที่เปนสาเหตุใหตนผักกาดภูหินสามารถทนตอปริมาณตะกั่วสูงๆได โดยจะศึกษาจาก
ปริมาณของ glutathione และการแสดงออก (expression) ของยีน glutathione transferase ซ่ึง
เปนโปรตีนหลักในการกําจัดสารพิษในเซลลพืช ผลจากการศึกษาครั้งน้ีจะทําใหเขาใจ
กระบวนการตอบสนองสารตะกั่วของพืชสะสมตะกั่วซ่ึงมีผูศึกษาวิจัยนอย และนําไปใชในการ
ปรับปรุงพันธุพืชได อาทิเชน การถายโอนยีนที่เกี่ยวของกับความสามารถในการตานทานโลหะ
หนักและ/หรือการขนสงโลหะหนัก จากพืชสะสมตะกั่วที่มีขนาดเล็กและโตชาไปยังพืชที่ขนาด
ใหญและเติบโตเร็ว 
 
8. วัตถุประสงค 

1) เพ่ือวิเคราะหและเปรียบเทยีบปริมาณการสะสมตะกัว่ในตนทานตะวนัและตน
ผักกาดภูหิน 

2) เพ่ือวิเคราะหและเปรียบเทยีบปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส ใน
ตนทานตะวันและตนผักกาดภูหิน 

3) เพ่ือวิเคราะหและเปรียบเทยีบปริมาณ glutathione ในตนทานตะวันและตน
ผักกาดภูหิน 

4) เพ่ือโคลนยีนสําหรับ glutathione transferase จากตนผักกาดภูหิน 
5) เพ่ือศึกษาผลของสารละลายตะกัว่ แคดเมียม และสังกะสีตอการแสดงออกของ

ยีนสําหรับ glutathione transferase ที่โคลนไดจากขอ 4 
 
9. ระเบียบวิธวีิจัย 
9.1 การวิเคราะหหาปริมาณการสะสมตะกั่วในตนทานตะวันและตนผักกาดภูหิน 

1) เพาะเมล็ดทานตะวันและผักกาดภูหินในดิน จนพืชมีอายุ 1 เดือน 
 2) ยายพืชลงระบบสารละลาย Hoagland เลี้ยงไวเปนเวลา 3 วัน เพ่ือใหพืชปรับตวั 
 3) เปลี่ยนสารละลายเปนสารละลาย Pb(NO3)2 ที่มีตะกั่วเขมขน 0, 5, 10, 20 มก/

ลิตร  
 4) ปลูกพืชเปนระยะเวลา 15 วัน โดยเปลีย่นสารละลายตะกัว่ทุก 3 วัน 

5) เม่ือสิ้นสุดการทดลอง เก็บตวัอยางพืชไปวิเคราะหหาปริมาณตะกั่วดวยเครื่อง 
Flame Atomic Absorption Spectrophotometer (FAAS) โดยแยกสวนรากและ
สวนลําตน 
6) วิเคราะหหาปริมาณตะกัว่ที่เหลือในสารละลาย Hoagland ดวยวิธ ีFAAS 
เชนเดียวกัน 
 



9.2 การวิเคราะหหาปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
 1) ปลูกตนทานตะวันและผกักาดภูหินในระบบสารละลาย Hoagland เปนเวลา 3 

วัน เชนเดียวกับการทดลองในขอ 9.1 
 2) เปลี่ยนสารละลายเปนสารละลาย Pb(NO3)2 ที่มีตะกั่วเขมขน 0, 5, 10, 20 มก/

ลิตร  
3) เก็บตวัอยางพืชที่เวลา 30 นาที, 1, 2, 4, 6, 12, 24 ช.ม., และ วันที่ 2, 3, 5, 
และ 7 หลังเปลี่ยนสารละลาย โดยใชไนโตรเจนเหลว แลวแชพืชไวที่ -80°C จนกวา
จะวิเคราะหผล 
4) วิเคราะหหาปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส ดวยวธิ ี
spectrophotometry โดยใชคาการดูดกลืนแสงที่ 510 nm 

 
9.3 การวิเคราะหหาปริมาณ glutathione ในตนทานตะวันและตนผกักาดภูหิน 
 1) ปลูกตนทานตะวันและผกักาดภูหินในระบบสารละลาย Hoagland เปนเวลา 3 

วัน เชนเดียวกับการทดลองในขอ 9.1 
 2) เปลี่ยนสารละลายเปนสารละลาย Pb(NO3)2 ที่มีตะกั่วเขมขน 0, 5, 10, 20 มก/

ลิตร  
3) เก็บตวัอยางพืชที่เวลา 30 นาที, 1, 2, 4, 6, 12, 24 ช.ม., และ วันที่ 2, 3, 5, 
และ 7 หลังเปลี่ยนสารละลาย โดยใชไนโตรเจนเหลว แลวแชพืชไวที่ -80°C จนกวา
จะวิเคราะหผล 
4) วิเคราะหหาปริมาณ glutathione ดวยวิธีโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะ
สูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
 

9.4 การโคลนยีนสําหรับ glutathione transferase จากตนผักกาดภูหิน 
1) ปลูกตนผักกาดภูหินในระบบสารละลาย Hoagland ที่มีตะกัว่เขมขน 10 มก/ลิตร 
เปนเวลา 1 วนั 
2) สกัด total RNA ดวยวธิ ีhot phenol-chloroform extraction 
3) ตรวจจับยนีสําหรับ glutathione transferase ในตนผักกาดภูหิน ดวยวธิี 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช primers ที่สรางจากยีนสําหรับ 
glutathione transferase ของพืชชนิดตางๆ 
4) โคลน cDNA ที่ไดจากปฏิกิริยาในขอ 3 ลงในพลาสมิดและสงไปอานรหัส
พันธุกรรมดวยเครื่อง automate sequencing machine 
5) ศึกษาเปรยีบเทียบสาย DNA ที่ไดกับขอมูลของ Genebank 
 

9.5 การศึกษาการแสดงออกของยีนสําหรับ glutathione transferase ในตนผักกาดภูหิน 



1. ผลของสารละลายตะกัว่ 
1) ปลูกตนผักกาดภูหินในสารละลาย Hoagland ที่มีตะกั่วเขมขน 0, 5, 10, และ 20 
มก/ลติร 
2) เก็บตวัอยางพืชภายในเวลา 30 นาที, 1, 2, 6, 12, 24, 48 และ 72 ช.ม.หลังจาก
เติมสารละลายตะกัว่ 
3) สกัด RNA และศึกษาการแสดงออกของยีนโดยวิธี Northern hybridization 

2. ผลของแคดเมียมและสังกะสี 
1) ปลูกตนผักกาดภูหินในสารละลาย Hoagland ที่มีแคดเมียมเขมขน 0, 1, และ 10 
มก/ลติร และสังกะสีเขมขน 0, 20, และ 50 มก/ลิตร 
2) เก็บตวัอยางพืชภายในเวลา 30 นาที, 1, 2, 6, 12, 24, 48 และ 72 ช.ม.หลังจาก
เติมสารละลาย 
3) สกัด RNA และศึกษาการแสดงออกของยีนโดยวิธี Northern hybridization  
 

10. จํานวนโครงการที่ผูสมัครกําลังดําเนนิการอยู โดยขอใหระบุระยะเวลาเริ่มตนและสิ้นสุดของ
แตละโครงการ แหลงทุน และงบประมาณสนับสนุนทีไ่ดรับ เวลาที่ใชทําโครงการวิจัยในแตละ
โครงการเปนกี่ชั่วโมงตอสปัดาห ทั้งในฐานะหัวหนาโครงการ ผูรวมโครงการของแตละโครงการ
ที่กําลังดําเนินการอยู 
 

ไมมี 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



เนื้อหางานวิจัย 
แผนการทดลองที่ 1: การดูดซับและสะสมตะกั่ว (Lead removal and accumulation)  
 แผนการทดลองเดิม: เปรียบเทียบผักกาดภูหินกับทานตะวัน 
 แผนการทดลองใหม: เปรียบเทียบผักกาดภูหินกับผักกาดเขียว (Brassical juncea) 
เน่ืองจากผักกาดเขียวใชระยะเวลาในการเพาะเมล็ดสั้นกวาและมีขอมูลอางอิงมากกวา 

 
วัตถุประสงค 
1. เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการดูดซับตะกัว่ของผักกาดเขียวและผักกาดภูหิน 
2. เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณการสะสมตะกัว่ของผักกาดเขียวและผักกาดภูหิน 
3. เพ่ือเปรียบเทียบผลของสารละลายตะกั่วที่มีตอนํ้าหนักของผักกาดเขียวและผักกาดภูหิน 

 
ผลการทดลอง 
1.1 ความสามารถของพืชในการดูดซับสารละลายตะกัว่ (Lead removal) 
ความสามารถของพืชในการดูดซับโลหะหมายถึงเปอรเซ็นตในการดดูซับโลหะหนักจาก

สารละลายของพืช ซ่ึงสามารถคํานวณไดจากสูตร 
     (CB –  CA) x 100 
          CB 
   โดย   

CB = ความเขมขนของโลหะหนักในสารละลายกอนทดลอง  
  CA = ความเขมขนของโลหะหนักในสารละลายหลังทดลอง 

 
ผักกาดเขียวมีความสามารถในการดูดซับตะกัว่ไดดีทีค่วามเขมขนของสารละลายตะกัว่ 1 
มิลลิกรัม/ลิตร (รูปที่ 1)  เปอรเซ็นตการดูดซับตะกัว่ลดลงอยางมากเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ
สารละลายตะกั่วเปน 5 มิลลิกรัม/ลิตร ทีค่วามเขมขน 10 และ 20 มิลลิกรัม/ลติร ผักกาดเขียว
แสดงอาการเหลือง (chlorosis) และตายหลังจากทําการทดลองผานไป 6 วัน ในขณะที่ผักกาดภู
หินมีเปอรเซ็นตการดูดซับตะกัว่สูงเกือบทุกความเขมขน (รูปที่ 2)  โดยเปอรเซ็นตการดูดซับ
ตะกัว่จะสูงสุดในวันที่ 3 หลังเติมสารละลายตะกัว่และลดลงเมื่อเพ่ิมระยะเวลาทีเ่ลีย้งตนพืชใน
สารละลายตะกั่ว เปอรเซ็นตการดูดซับตะกั่วของผักกาดภูหินภายหลังเสร็จสิ้นการทดลองเลี้ยงใน
สารละลายตะกั่ว 1, 5 และ 10 มิลลิกรัม/ลิตร คือ 69, 71 และ 33% ตามลําดับ  
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รูปที่ 1 กราฟแสดงความสามารถในการดูดซับตะกัว่ของผักกาดเขียว 
ผักกาดเขียวอายุประมาณ 6 สัปดาหถูกเลีย้งในอาหารเหลวที่มีสารละลายตะกั่วเขมขน 1, 5, 10 
และ 20 มิลลกิรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
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รูปที่ 2 กราฟแสดงความสามารถในการดูดซับตะกัว่ของผักกาดภูหิน 
ผักกาดภูหินอายุประมาณ 3 เดือนถูกเลีย้งในอาหารเหลวที่มีสารละลายตะกั่วเขมขน 1, 5, 10 
และ 20 มิลลกิรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
 
 1.2 ความสามารถของพืชในการสะสมสารตะกัว่ (Lead accumulation) 
ผักกาดเขียวและผักกาดภูหินมีการสะสมตะกัว่ในรากมากกวาลําตน โดยผักกาดเขียวสะสมตะกั่ว
สะสมสูงสุดในลําตนที่ 1,011.19 มิลลิกรมั/ลติร (ความเขมขนสารละลายตะกั่ว 5 มิลลิกรัม/ลิตร) 
และรากที่ 24,075.32 มิลลิกรัม/ลิตร (ความเขมขนสารละลายตะกัว่ 10 มิลลิกรัม/ลิตร) (รูปที่ 3) 
สําหรับตนผักกาดภูหินสามารถสะสมตะกัว่สูงสุดในลําตนได 854.15 (ความเขมขนสารละลาย



ตะกัว่ 5 มิลลกิรัม/ลิตร) และในราก 8,121.85 มิลลิกรัม/ลติร (ความเขมขนสารละลายตะกั่ว 20 
มิลลิกรัม/ลิตร) (รูปที่ 4) 
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รูปที่ 3 กราฟแสดงการสะสมตะกั่วในรากและลําตนผักกาดเขียว 
ผักกาดเขียวอายุประมาณ 6 สัปดาหถูกเลีย้งในอาหารเหลวที่มีสารตะกั่วเขมขน 0, 1, 5, 10 
และ 20 มิลลกิรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
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รูปที่ 4 กราฟแสดงการสะสมตะกั่วในรากและลําตนผักกาดภูหิน 
ผักกาดภูหินอายุประมาณ 3 เดือนถูกเลีย้งในอาหารเหลวที่มีสารตะกั่วเขมขน 0, 1, 5, 10 และ 
20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
 

 1.3 ผลของสารละลายตะกั่วตออัตราการเจริญเตบิโตของพืช 
อัตราสวนการเจริญเติบโตของพืชสามารถคํานวณไดจากสูตร 

ln(FWA) - ln(FWB) 
Time 

 โดย  FWA = นํ้าหนักสดของพืชหลังทดลอง 



 FWB = นํ้าหนักสดของพืชกอนทดลอง 
  Time = จํานวนสัปดาหที่ทําการทดลอง 

จากการทดลองพบวาสารละลายตะกั่วไมมีผลตออัตราการเจริญเติบโตของตนผักกาดภูหินอยางมี
นัยสําคัญ (ความเชื่อม่ัน 95%) แตสารละลายตะกัว่เขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรมั/ลิตร มีทําให
ผักกาดเขียวลดการเจริญเตบิโตลงอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 1) 
 

อัตราการเจริญเติบโต (กรัม/อาทิตย) 
ความเขมขนสารตะกัว่ในสารละลาย 

 (มิลลิกรัม/ลิตร) 
ผักกาดเขียว ผักกาดภูหิน 

0 0.27±0.16a 0.04±0.07a 
1 0.16±0.06a 0.04±0.02a 
5 -0.25±0.12b -0.04±0.02a 
10 -0.17±0.05b -0.06±0.05a 
20 -0.28±0.07b -0.04±0.05a 

ตารางที่ 1 แสดงอัตราการเจริญเติบโตของผักกาดเขียวและผักกาดภูหินเม่ือปลูกในสารละลาย
ตะกัว่เปนเวลา 15 วัน n = 3 
 
แผนการทดลองที่ 2: ผลของสารละลายตะกัว่ตอการทํางานของเอนไซม GST (Effects 
of lead on GST activity)  

 
วัตถุประสงค 
1. เพ่ือศึกษาผลของสารละลายตะกัว่ตอระยะเวลาในการกระตุนการทาํงานของเอนไซม 

glutathione-s transferase ในตนผักกาดภูหินที่เลี้ยงในสารสะลายตะกั่ว 
2. เพ่ือศึกษาผลของความเขมขนของสารละลายตะกัว่ตอการทํางานของเอนไซม 

glutathione-s transferase ในตนผักกาดภูหินที่เลี้ยงในสารสะลายตะกั่ว 
3. เพ่ือศึกษาการทํางานของเอนไซม glutathione-s transferase ในตนผักกาดภูหิน

ภายหลังจากที่ยายตนพืชออกจากสารสะลายตะกัว่ 
 
 ผลการทดลอง 

2.1 ระยะเวลาในการเลี้ยงในสารละลายตะกัว่ 
ทดลองเลี้ยงตนผักกาดภูหินในสารละลายตะกัว่เขมขน 20 มิลลิกรมั/ลติร ในระยะเวลา

ตางๆกัน พบวาสารละลายตะกัว่สามารถกระตุนใหเกิดการทํางานของเอ็นไซม glutathione-s 
transferase (GST) ในรากเพิ่มมากขึ้น (รูปที่ 5) โดยเพิ่มสูงสุดภายหลังเลี้ยงตนพืชใน
สารละลายนาน 12 ชั่วโมง การทํางานของ GST ลดลงเม่ือเลี้ยงตนพืชนาน 5 วัน (120 ชั่วโมง)  
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รูปที่ 5 กราฟแสดงระยะเวลาการตอบสนองของเอ็นไซม GST ในรากและลําตนของผักกาดภูหิน
โดยผักกาดภูหินอายุประมาณ 3 เดือนถูกเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสารตะกัว่เขมขน 20 มิลลกิรัม/
ลิตร ในระยะเวลาตางๆกัน n= 3 ตน 
 
 2.2 ความเขมขนของสารละลายตะกัว่ 
 เม่ือทดลองเลี้ยงตนผักกาดภูหินในสารละลายตะกั่วเขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม/
ลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาเมื่อเพ่ิมความเขมขนของสารละลายตะกัว่ GST มีการทํางาน
เพ่ิมขึ้นโดยเพิ่มขึ้นสูงสุดที่ความเขมขน 20 มิลลิกรัม/ลติร และรากมกีารตอบสนองมากกวาสวน
ของลําตน (รูปที่ 6) 
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รูปที่ 6 กราฟแสดงผลของความเขมขนของสารละลายตะกัว่ตอการทําของเอ็นไซม GST ในราก
และลําตนของผักกาดภูหิน ผักกาดภูหินอายุประมาณ 3 เดือนถูกเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสาร
ตะกัว่เขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 24 ชัว่โมง n= 3 ตน 
 



 2.3 ระยะเวลาหลังยายพืชสูสารละลายปกติ 
 การทดลองนี้ตองการศึกษาการทํางานของเอ็นไซม GST ภายหลังยายจากสารละลายตะกั่วสู
สารละลายปกติ ในการทดลองนี้ไดเลี้ยงพืชไวในสารละลายตะกัว่เขมขน 20 มิลลิกรัม/ลิตร นาน 
24 ชั่วโมง จากนั้นจึงยายพืชลงสารละลาย Hoagland’s ที่ไมมีตะกั่ว ทิ้งไวเปนระยะเวลาตางกนั
แลวจึงเก็บตวัอยางพืชเพ่ือวัดการทํางานของเอ็นไซม GST พบวา GST ในลําตนมีปริมาณลดลง
อยางตอเน่ืองภายในระยะเวลา 24 ชัว่โมง ในขณะที่ GST ในรากยังคงมีปริมาณสูงภายใน 8 
ชั่วโมงหลังยายพืช และลดลงเล็กนอยระหวาง 12-24 ชั่วโมง (รูปที่ 7) ซ่ึงอาจเปนไปไดวาตะกั่ว
ไดถูกดูดซับและสะสมอยูมากในบริเวณรากของพืช ทําใหพืชตองกระตุนระบบปองกันตัวเองซึ่งก็
คือเอ็นไซม GST อยางตอเน่ือง นอกจากนี้เน่ืองจากตะกั่วมีนํ้าหนักมากจึงยากที่จะถูกลําเลียงเขา
สูสวนของลําตน ปริมาณ GST ในลําตนจึงลดลงอยางรวดเร็วภายหลังจากยายตนพืชออกจาก
สารละลายตะกั่ว 
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รูปที่ 7 กราฟการทําของเอ็นไซม GST ในรากและลาํตนของผักกาดภูหินภายหลังยายออกจาก
สารละลายตะกั่ว ผักกาดภูหินอายุประมาณ 3 เดือนถูกเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสารตะกัว่เขมขน 
20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงยายไปเลี้ยงในสารละลายที่ไมมีตะกั่วและเกบ็
พืชในระยะเวลาตางๆกัน n= 3 ตน 
 
แผนการทดลองที่ 3: การโคลนและศกึษาการแสดงออกของยีน GST ในผักกาดภูหิน
(Cloning and characterization of GST genes)  

 
วัตถุประสงค 
1. เพ่ือโคลนยีนสําหรับ glutathione transferase จากตนผักกาดภูหิน 



2. เพ่ือศึกษาผลของสารละลายตะกัว่ แคดเมียม และสังกะสีตอการแสดงออกของยีนสําหรับ 
glutathione transferase ที่โคลนได 

ผลการทดลอง 
สําหรับการโคลนยีน glutathione transferase (GST) จากตนผักกาดภูหินนั้น ผูวิจัยพบ

อุปสรรคในเรือ่งคุณภาพของ total RNA ที่จะนํามาใชเปนแมแบบในการโคลนยีน เน่ืองจากตน
ผักกาดภูหินมียางในปริมาณสูง ผูวิจัยไดปรับปรุงวธิีสกัด RNA ของตนผักกาดภูหินโดย
เปรียบเทียบกนัระหวาง (1) วิธีทีป่รับปรุงจาก Liu et al. (2005) ซ่ึงใชสกัด RNA จากเนื้อเยื่อที่
มี secondary metabolites สูง (2) วิธีทีใ่ช TRI reagent และ (3) การใชชุดสกัด RNA ของ 
Nucleospin RNA plant (Macherey-Nagel, Germany) แตก็ยังไมสามารถโคลนยีน GST ได 
ซ่ึงผูวิจัยคาดวาอาจเกิดจาก 2 สาเหตุ ดังน้ี 
 1. คุณภาพและปริมาณ RNA ที่สกัดไดยังไมดีพอสําหรับการทํา PCR 
 2. GST genes ของผักกาดภูหินมีความแตกตางจาก GST genes ที่นํามาจาก GenBank 
database ทําใหไมสามารถจับ Primers ที่สังเคราะหขึน้มาได 

 
แผนการทดลองใหม แยกสกัดโปรตีน GST จากสารสกัดผักกาดภูหิน โดยการผาน

คอลัมนที่บรรจุเม็ดพลาสตกิที่มี glutathione จับอยู และนําสารที่แยกไดไปแยกซ้ําอีกครั้งดวยวธิี 
Affinity chromatography กอนนํามาทํา SDS-PAGE และตัดชิ้นสวนโปรตีนที่สนใจไปทําการ
อานสายกรดอะมิโน (N-terminal amino acid sequencing) 
 

การทดลองเพิ่มเติม: ความทนทานและการสะสมตะกั่วของดาวเรือง 
 เน่ืองจากผักกาดภูหิน (Sonchus arvensis) เปนวัชพืชที่มีเมล็ดขนาดเล็ก มีขนโดยรอบ และ
เพาะไดยาก การเพาะตนพืชจากเมล็ดตองอาศัยระยะเวลานาน ในการทดลองนี้จึงเลือกเพาะชํา
จากกิ่งซ่ึงพืชที่ไดจะมีรากจํานวนนอยซึ่งมีผลทําใหการดูดซับโลหะหนักนอยลงดวย ผูทําการ
ทดลองจึงตองการทดสอบหาพืชชนิดใหมที่เพาะเมล็ดไดงายและมีความทนทานตอพิษของโลหะ
หนักไดดี ในการทดลองนี้จึงทําการเปรียบเทียบดาวเรือง (Tagetes erecta) กับผักกาดเขียว 
(Brassica juncea) ซ่ึงมีการศึกษายืนยันวาสามารถดูดซับโลหะหนักไดในปริมาณสูง 

 
วัตถุประสงค 
1. เพ่ือทดสอบความสามารถในการดูดซับสารละลายตะกัว่ของผักกาดเขียวและดาวเรือง 
2. เพ่ือทดสอบปริมาณการสะสมตะกั่วของผักกาดเขียวและดาวเรือง 
3. เพ่ือทดสอบผลของสารละลายตะกัว่ตอการงอกของเมล็ดผักกาดเขยีวและดอกดาวเรือง 
4. เพ่ือทดสอบผลของสารละลายตะกัว่ตอความยาวยอดและรากของเมล็ดผักกาดเขียวและ

ดอกดาวเรือง 
5. เพ่ือทดสอบผลของสารละลายตะกัว่ตอตอนํ้าหนักของผักกาดเขียวและดาวเรือง 



6. เพ่ือศึกษาผลของความเขมขนของสารละลายตะกัว่ตอการทํางานของเอนไซม 
glutathione-s transferase ในตนผักกาดเขียวและดาวเรือง 

ผลการทดลอง 
 1. ความสามารถในการดูดซับสารละลายตะกั่วของตนดาวเรืองและผักกาดเขียว 
  ดาวเรืองและผักกาดเขียวมีความสามารถในการดูดซับตะกัว่ 100% เม่ือเลี้ยงตนพืชใน
สารละลายตะกั่วเขมขน 1 มิลลิกรัม/ลิตร (รูปที่ 8-9) ความสามารถในการดูดซับตะกั่วของพืชทัง้
สองชนิดลดลงเมื่อเพ่ิมความเขมขนของสารละลายตะกั่ว ที่ความเขมขนตะกัว่ 20 มิลลิกรัม/ลิตร 
ผักกาดเขียวมีเปอรเซ็นตการดูดซับตะกัว่ลดลงอยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่ดาวเรอืงยังคงดูดซับ
ตะกัว่ไดมากกวา 50% 
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รูปที่ 8 กราฟแสดงความสามารถในการดูดซับตะกัว่ของดาวเรือง 
ดาวเรืองอายุประมาณ 1 เดือนถูกเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสารละลายตะกัว่เขมขน 1, 5, 10 และ 
20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
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รูปที่ 9 กราฟแสดงความสามารถในการดูดซับตะกัว่ของผักกาดเขียว 



ผักกาดเขียวอายุประมาณ 1 เดือนถูกเลีย้งในอาหารเหลวที่มีสารละลายตะกั่วเขมขน 1, 5, 10 
และ 20 มิลลกิรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
 2. ความสามารถในการสะสมตะกั่วของตนดาวเรอืงและผักกาดเขียว 
 ดาวเรืองมีความสามารถในการสะสมตะกัว่ไดสูงมากกวาผักกาดเขียว โดยสามารถสะสมตะกัว่
ไวในรากสูงถงึ 122,147 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของน้ําหนักแหง เม่ือปลูกไวในสารละลายตะกัว่ 20 
มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน (รูปที่ 10) ในขณะที่ผักกาดเขียวสามรถสะสมตะกัว่ไวในรากเพยีง 
63,023มิลลิกรัม/กิโลกรัมของน้ําหนักแหง เม่ือปลูกไวในสารละลายตะกั่วประเภทเดียวกัน (รูปที ่11) 
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รูปที่ 10 กราฟแสดงการสะสมตะกั่วในรากและลําตนของดาวเรือง 
ดาวเรืองอายุประมาณ 1 เดือนถูกเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสารตะกัว่เขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20 
มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
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รูปที่ 11 กราฟแสดงการสะสมตะกั่วในรากและลําตนผกักาดเขียว 



ผักกาดเขียวอายุประมาณ 1 เดือนถูกเลีย้งในอาหารเหลวที่มีสารตะกั่วเขมขน 0, 1, 5, 10 และ 
20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 15 วัน n= 3 ตน 
 3. ผลของสารละลายตะกัว่ตอการงอกของเมล็ดดาวเรืองและเมล็ดผักกาดเขียว 
 เมล็ดดอกดาวเรืองสามารถทนตอพิษของสารละลายตะกั่วไดดีกวาเมล็ดผักกาดขียว จากการ
ทดลองเพาะเมล็ดดาวเรืองและผักกาดเขยีวในสารละลายตะกัว่เขมขน 0, 1, 5, 10, และ 20 
มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วนั พบวาเมล็ดดอกดาวเรืองมีเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดสูงกวา
เมล็ดผักกาดเขียวในทุกความเขมขน (รูปที่ 12) และที่ความเขมขนของสารละลายตะกัว่ 20 
มิลลิกรัม/ลิตร เมล็ดดอกดาวเรืองยังคงงอก 91% ในขณะที่เมล็ดผักกาดเขียวงอกเพียง 78% จาก
ผลการทดลองนี้แสดงวาหากเพาะเมล็ดดอกดาวเรืองในพื้นที่ที่มีการปนเปอนตะกัว่ เมล็ดดอก
ดาวเรืองจะมีโอกาสงอกสูงกวาเมล็ดผักกาดเขียว 
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รูปที่ 12 กราฟแสดงเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดดอกดาวเรือง (TE) และเมล็ดผักกาดเขียว (BJ) 
ที่เพาะบนกระดาษกรองที่เตมิสารละลายตะกั่วเขมขน 0, 1, 5, 10, และ 20 มิลลกิรัม/ลิตร เปน
เวลา 7 วัน n = 15 เมล็ด 
  
 4. ผลของสารละลายตะกัว่ตอความยาวยอดและรากของตนดาวเรืองและผักกาดเขียว 
 สารละลายตะกั่วมีผลยบัยั้งการเจริญเติบโตของราก (root elongation) ของพืชทั้งสองชนิด 
โดยมีผลตอผักกาดเขียวมากกวาดาวเรือง จากการทดลองเพาะเมลด็ดาวเรืองและผักกาดเขียวใน
สารละลายตะกั่วความเขมขน 0, 1, 5, 10, และ 20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วัน แลวจึงทําการ
วัดความยาวรากและยอด พบวาทีค่วามเขมขน 1 มิลลิกรัม/ลิตร สารละลายตะกั่วสามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของรากผักกาดเขียวอยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่สารละลายตะกั่วเขมขน 10
มิลลิกรัม/ลิตร จึงจะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของรากดาวเรืองได (ตารางที่ 2) ในขณะที่สวน
ยอดของพืชทั้งสองยังสามารถเจริญเตบิโตไดไมแตกตางจากพืชควบคุม โดยที่ความยาวยอดของ
ดาวเรืองที่เพาะในสารละลายตะกัว่ 5 มิลลิกรัม/ลติร มีความยาวมากกวาพืชควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ ซ่ึงอาจเปนผลมาจากคา pH ที่ต่ําในสารละลายตะกัว่เพ่ือควบคุมไมใหตะกั่วตกตะกอน  



 จากคาความยาวของรากสามรถนําไปคํานวณคา EC50 หรือความเขมขนของสารละลาย
ตะกัว่ที่มีผลยบัยั้งการเจริญเติบโตของราก 50 % พบวาผักกาดเขียวมีคา EC50 เทากับ 2.07 
มิลลิกรัม/ลิตร ในขณะที่ดาวเรืองมีคา EC50 เทากับ 32.26 มิลลิกรัม/ลิตร หมายความวาจะตองใช
ความเขมขนของสารละลายตะกัว่เพ่ือยบัยังการเจริญเติบโตของรากดาวเรืองสูงกวาผักกาดเขยีว
ถึง 16 เทา 

Pb conc. Brassica juncea Tagetes erecta 

(mg/L) Shoot Root Shoot Root 

0 3.90±0.08 5.54±0.32 1.84±0.09 2.59±0.11 

1 3.91±0.25 1.78±0.17* 2.05±0.10 2.84±0.13 

5 3.69±0.20 2.34±0.42* 2.27±0.06* 2.43±0.23 

10 4.58±0.20 1.38±0.17* 2.00±0.03 1.77±0.03* 

15 4.11±0.17 1.81±0.20* 1.89±0.08 1.86±0.23* 

20 3.96±0.22 1.21±0.07* 2.09±0.10 1.87±0.16* 

EC50 - 2.07 - 32.26 

ตารางที่ 2 แสดงความยาวของรากและยอดของเมล็ดผักกาดเขยีว (Brassica juncea) และ
ดาวเรือง (Tagetes erecta) ที่เพาะบนกระดาษกรองที่เติมสารละลายตะกัว่เขมขน 0, 1, 5, 10, 
และ 20 มิลลกิรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วัน n = 15 เมล็ด 
 
 5. ผลของสารละลายตะกัว่ตอนํ้าหนักแหงของตนดาวเรืองและผักกาดเขียว 
 ความเขมขนของสารละลายตะกัว่ที่เพ่ิมขึ้นไมมีผลตอนํ้าหนักแหงของตนดาวเรืองเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม (รูปที่ 13) ในขณะที่นํ้าหนกัแหงของผักกาดเขียวเพิ่มขึ้นเล็กนอย 
โดยเพิ่มสูงสุดในสารละลายตะกัว่ 15 มิลลิกรัม/ลิตร  
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รูปที่ 13 กราฟแสดงน้ําหนักแหง (dried weight) ของตนดอกดาวเรือง (TE) และผักกาดเขยีว 
(BJ) ที่เพาะบนกระดาษกรองที่เติมสารละลายตะกั่วเขมขน 0, 1, 5, 10, และ 20 มิลลิกรัม/ลติร 
เปนเวลา 17 วัน n = 15 เมล็ด 

6. ผลของสารละลายตะกัว่ตอการทํางานของเอ็นไซม GST ในตนดาวเรืองและ
ผักกาดเขียว 

เม่ือทดลองเลี้ยงตนดาวเรืองและผักกาดเขียวในสารละลายตะกัว่เขมขน 0, 1, 5, 10 และ 
20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 6 วัน พบวาสารละลายตะกั่วไมมีผลตอการทํางานของเอ็นไซม GST 
ในตนดาวเรือง (รูปที่ 10) แตสารละลายตะกั่วเขมขน 20 มิลลิกรัม/ลติร สามารถเพิ่มการทํางาน
ของเอ็นไซม GST ในรากของตนผักกาดเขียว (รูปที่ 11) จากผลการทดลองนี้มีความเปนไปไดวา
ผักกาดเขียวและดาวเรืองอาจมีระบบกําจัดพิษของสารละลายตะกัว่แตกตางกัน ดยผักกาดเขียว
อาจทํางานผานเอ็นไซม GST ในขณะทีด่าวเรืองอาจใชระบบอ่ืน 
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รูปที่ 14 กราฟแสดงผลของความเขมขนของสารละลายตะกัว่ตอการทําของเอ็นไซม GST ในใบ 
ลําตน และรากของดาวเรือง ดาวเรืองอายุประมาณ 1 เดือนถูกเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสารตะกั่ว
เขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 6 วัน n= 4 
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รูปที่ 15 กราฟแสดงผลของความเขมขนของสารละลายตะกัว่ตอการทําของเอ็นไซม GST ในใบ 
ลําตน และรากของผักกาดเขียว ผักกาดเขียวอายุประมาณ 1 เดือนถูกเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสาร
ตะกัว่เขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 6 วัน n= 4 
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