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บทคัดย0อ 
 

                  สาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กถูกใชOเป[นโมเดลในการทดสอบความเป[นพิษของสารปนเปlmอน

อย5างกวOางขวาง งานวิจัยนี ้ศ ึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของสาหร5าย Chlorella vulgaris 

Beyerinck ต5อการปนเปlmอนทองแดง (CuSO4
.5H2O) และสังกะสี (ZnCl2) ที่ความเขOมขOนต5างกัน (ชุด

ควบคุม 125 250 500 และ 1,000 ไมโครโมลาหK) เป[นระยะเวลา 5 วัน โดยเติมโลหะหนักในอาหาร

เหลวในระยะ exponential วัดปริมาณโลหะหนักในเซลลKเมื่อสิ้นสุดการทดลอง ประสิทธิภาพในการ

สังเคราะหKดOวยแสงของระบบแสงท่ีสอง และปริมาณกรดอะมิโนโพรลีนในเวลา 0 6 12 ชั่วโมง 3 และ 5 

วันหลังจากเติมโลหะหนัก วัดปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ และพารามิเตอรKที่เป[นตัวบ5งชี้สภาวะเครียดออกซิ

เดชั่น ไดOแก5 ปริมาณสารอนุพันธKของออกซิเจนที่ว5องไว (ROS) การเกิดออกซิเดชั่นของไขมัน (MDA) ใน

วันที่ 0 และวันที่ 5 ของการทดลอง ผลการศึกษาพบว5าการไดOรับทองแดง และสังกะสีมีผลเพิ่มปริมาณ

โลหะหนักภายในเซลลK การปนเปlmอนโลหะหนักส5งผลยับยั้งค5าประสิทธิภาพในการสังเคราะหKแสงสูงสุดใน

ระบบแสงที่สอง (Fv/Fm) และประสิทธิภาพในการสังเคราะหKแสงในระบบแสงที่สอง (ɸPSII) ของ C. 

vulgaris ซึ่งแปรผันตามความเขOมขOนและเวลาที่ไดOรับโลหะหนัก โดยค5า Fv/Fm และ ɸPSII  ลดลง ณ 

วันที่ 3 หลังจากเติมทองแดงหรือสังกะสี เมื่อสิ้นสุดการทดลองพบว5าทองแดงและสังกะสีทุกความเขOมขOน

มีผลลดปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ อย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ สาหร5ายมีปริมาณสารอนุพันธKออกซิเจนที่ว5องไว

เพิ่มขึ้นในชุดการทดลองเติมทองแดง 1,000 ไมโครโมลาหK ในขณะพบการเกิดออกซิเดชั่นของไขมัน

เพิ่มขึ้นในชุดการทดลองที่เติมทองแดง 250-1,000 ไมโครโมลาหK และสังกะสี 500-1,000 ไมโครโมลาหK 

ที่สำคัญพบการเพิ่มขึ้นของโพรลีนอย5างแปรผันตามความเขOมขOนและเวลาในการไดOรับโลหะหนัก การ

สะสมโพรลีนในการทดลองนี้อาจเป[นการตอบสนองจากความเครียดที่เหนี่ยวนำโดยโลหะหนักหรือหน่ึง

ในกลไกการทนพิษโลหะหนักของ C. vulgaris ซึ่งอาจจะเป[นประโยชนKในการศึกษาต5อไป การศึกษาคร้ัง

นี ้สามารถระบุพารามิเตอรKที ่สามารถใชOเป[นเครื ่องหมายทางชีวภาพเพื่อใชOสาหร5ายสีเขียวชนิด C. 

vulgaris เป[นตัวช้ีวัดการปนเปlmอนโลหะหนักในแหล5งน้ำไดO 
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ABSTRACT 
 

 Microalgae are common model organisms used in ecotoxicological investigations. 

The present study assessed the physiological responses of Chlorella vulgaris to copper 

(CuSO4
.5H2O) and zinc (ZnCl2) exposure at different concentrations (control 125 250 500 

and 1,000 µM) for five days. Heavy metals were introduced into the growing media during 

the exponential phase. Heavy metal accumulation was measured at the end of the 

experiment. Photosynthetic efficiency and proline content were measured after 0, 6,12 

hours and 3, 5 days after treatment. Chlorophyll a, total reactive oxygen species (ROS) 

and lipid peroxidation (LPO) were measured at the beginning and at the end of the 

experiment. Both heavy metals showed dose-dependent cellular accumulation. 

Decreased maximum quantum efficiency of photosystem II (Fv/Fm) and effective 

quantum efficiency of photosystem II (ɸPSII) were influenced by both heavy metal 

concentration and time of exposure and showed a reduction from day 3 of exposure. 

Other toxicity symptoms included chlorophyll degradation and an increase in reactive 

oxygen species (ROS). Exposure to both heavy metals resulted in a decrease in 

chlorophyll a content to a similar extent. While an increase in ROS was detected only for 

1,000 µM copper, an increase in lipid peroxidation was detected in 250-1,000 µM copper 

and 500-1,000 µM zinc. Proline, an amino acid with various putative protective functions 

against stress, exhibited a rapid increase with increases in heavy metal concentration and 

time of exposure. These results provide a suite of effective biomarkers for heavy metal 

exposure using C. vulgaris as a bioindicator. 
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ทรัพยากรธรรมชาติ กรุณาใหOคำแนะนำ เอ้ือเฟlmอสารเคมีและอุปกรณK ตลอดจนสถานท่ีสำหรับการทำวิจัย 

เพ่ือใหOวิทยานิพนธKเล5มน้ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน 

                          ขอขอบพระคุณอาจารยK และบุคลากรภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรKทุกท5านที่ไดO

ประสิทธิ์ประสาทความรูOแขนงต5างๆ และใหOขOอแนะนำที่เป[นประโยชนKในการทำวิจัยตลอดมา และ

ขอบคุณสมาชิกพิพิธภัณฑสถานธรรมชาติวิทยา 50 พรรษา สยามบรมราชกุมารี และหOองปฏิบัติการ

สรีรวิทยาของพืช ภาควิชาชีววิทยาทุกท5านท่ีคอยช5วยเหลือ ตลอดกำลังใจตลอดงานวิจัยคร้ังน้ี 

                            ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารยK ดร. ยุวดี พีรพรพิศาล ผูOช5วยศาสตราจารยK ดร.จี

รพร เพกเกาะ และผูOช5วยศาสตราจารยK ดร. ชยากร ภูมาศ ตลอดสมาชิกหOองปฏิบัติการวิจัยสาหร5าย

ประยุกตK คณะวิทยาศาสตรK มหาวิทยาลัยเชียงใหม5 ที่เป[นดั่งแรงบันดาลใจ ในการรักในศาสตรKแหล5ง

สรีรวิทยาการเพาะเล้ียงสาหร5ายขนาดเล็ก  

                             สุดทOายขอขอบพระคุณสมาชิกทุกคนในครอบครัวเพชรช5วย แกOวแดง และภักดี 

ขอบคุณกำลังใจที่เป� �ยมลOนของเพื่อนๆ ชีววิทยา รุ 5น 40 พี่ๆ นOองๆ คณะวิทยาศาสตรKคอยใหOความ

ช5วยเหลือในทุกดOาน และที่สำคัญที่สุดขอขอบคุณ นายแพทยKกวินทรK ภักดี สาขากุมารเวชศาสตรK คณะ

แพทยศาสตรK มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรK คอยอยู5เคียงขOาง ไม5ว5าจะทุกขKหรือสุข ตลอดจนงานวิจัย
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ของชุดการทดลองเติมโลหะหนักทองแดงและสังกะสี  

เม่ือผ5านไป 5 วันหลังการเติมโลหะหนักเปรียบเทียบ 

กับชุดอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน JM (n=12; ค5าเฉล่ีย±SE)  

 

ตาราง 5 ตารางเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงของสรีรวิทยาวิทยา   50 

ของสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด C. vulgaris  

ต5อโลหะหนักทองแดง และสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ  

 

 



(11) 

 

 

 

รายการภาพประกอบ 

 

 

 ภาพท่ี         หนwา 

 

ภาพท่ี 1 ผลการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของตOนยาสูบ (N. tacacum L.)  8 

 ในระดับหOองปฏิบัติการ เม่ือเติมโลหะหนัก แคดเมียม ทองแดง และสังกะสี 

 ความเขOมขOน 0.2 มิลลิโมลาหK ระยะเวลา 5 สัปดาหK  

 

ภาพท่ี 2 ผลการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของพืชวงศKผักกาด 2 ชนิด  8 

  (B.juncea L. และ B. napus L.)  ในระดับหOองปฏิบัติการ  

 เม่ือเติมสังกะสีความเขOมขOนแตกต5างกัน  

 

ภาพท่ี 3 ความแตกต5างของความสามารถในการสังเคราะหKแสงของพืชระหว5าง  10 

  a สภาวะปกติ b การถูกกระตุOนดOวยโลหะหนัก 

 

ภาพท่ี 4 โครงสรOางของคลอโรฟ}ลลK เอ a โครงสรOางท่ัวไป     11 

 และ b การเปล่ียนแปลงของส5วนประกอบคลอโรฟ}ลลK เอ  

 ส5วนของ hypothetic 6-membered และวงแหวน isocyclic cyclopentanone 

 

ภาพท่ี 5 การเปล่ียนแปลงการสะสมรงควัตถุของสาหร5ายสีเขียว   12 

 ชนิด Closterium ehrenbergii หลังจากเติมทองแดง 

 ความเขOมขOน 0.2 และ 0.4 มิลลิกรัมต5อลิตร ช่ัวโมงท่ี 6 และ 48 

 ภายใตOกลOองจุลทรรศนKแบบใชOแสง 

 

 



(12) 

 

 

 

รายการภาพประกอบ (ต0อ) 

 

 

 ภาพท่ี         หนwา 

 

ภาพท่ี 6 ปฏิกิริยาท่ีเก่ียวขOองกับการเกิดของกลุ5มของอนุมูลอิสระ (ROS)   14 

 เม่ือกระตุOนดOวยทองแดง  

 

ภาพท่ี 7 กระบวนการออกซิเดช่ันของไขมัน และสังเคราะหK MDA    15 

 อันเน่ืองมาจากการเพ่ิมข้ึนของ ROS ภายในเซลลKพืช 

 

ภาพท่ี 8 การเกิดปฏิกิริยาลูกโซ5จากการเกิดออกซิเดช่ันของไขมัน   15 

 

ภาพท่ี 9 การสังเคราะหKและสลายกรดอะมิโนโพรลีนจากบริวณต5างๆ   17 

 ของเซลลKพืช เช5น คลอโรพลาตสK ไซโตซอล ไมโทคอนเดรีย 

 

ภาพท่ี 10 ความสัมพันธKของวิถีสังเคราะหK/สลายกรดอะมิโนโพรลีน   18 

  กับการสลายน้ำตาลเพนโตส วัฎจักร TCA วัฏจักรยูเรีย  

  และกระบวนการขนส5งอิเล็กตรอน (ETC) 

 

ภาพท่ี 11 ความสัมพันธKของกรดอะมิโนโพรลีนกับการเพ่ิมข้ึนของสารอนุมูลอิสระ 19 

 

ภาพท่ี 12 a) โมเดลส5วนประกอบภายในของสาหร5ายขนาดเล็กสกุล Chlorella  22 

 b) ภาพถ5ายสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris  

 ภายใตOกลOองจุลทรรศนKแบบใชOแสง 

 



(13) 

 

 

รายการภาพประกอบ (ต0อ) 

 

 

 ภาพท่ี         หนwา 

 

ภาพท่ี 13 แผนภาพสรุปวิธีการทดลองของการเพาะเล้ียงสาหร5ายขนาดเล็ก  34 

 โดยเติมโลหะหนักทองแดง และสังกะสีท่ีความเขOมขOนต5างๆ 

 

ภาพท่ี 14 ชุดการทดลองเติมโลหะหนักทองแดง และสังกะสี ความเขOมขOนต5างๆ  36 

 เม่ือผ5านไป 5 วันหลังการเติมโลหะหนักเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

ภาพท่ี 15 การสะสมโลหะหนักทองแดงและสังกะสี ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด   38 

Chlorella vulgaris เม่ือเติมโลหะหนักทองแดงหรือสังกะสีในความเขOมขOนต5างๆ  

a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทนชุดการเติมสังกะสี หลังการทดลองผ5านไป  

5 วันเม่ือเทียบกับปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ 

 

ภาพท่ี 16 ค5าความสามารถในการสังเคราะหKดOวยแสงสูงสุดในระบบแสงท่ี 2   40 

 (maximum quantum yield, Fv/Fm) ของสาหร5ายขนาดเล็ก 

 ชนิด Chlorella vulgaris เม่ือเติมโลหะหนักท่ีความเขOมขOนต5างกัน 

 a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทนชุดการเติมสังกะสี  

 ณ ช่ัวโมงท่ี 0 6 12 (วันท่ี 0) วันท่ี 3 และวันท่ี 5 หลังการเติมโลหะหนัก 

 

 

 

 

 

 



(14) 

 

 

รายการภาพประกอบ (ต0อ) 

 

 

 ภาพท่ี         หนwา 

 

ภาพท่ี 17 ค5าประสิทธิภาพของการสังเคราะหKดOวยแสงของระบบแสงท่ี 2   41 

 (effective quantum yield of photosystem II, ɸPSII) 

 ของสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris เม่ือเติมโลหะหนัก 

 ท่ีความเขOมขOนต5างกัน a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทนชุดการเติมสังกะสี  

 ณ ช่ัวโมงท่ี 0 6 12 (วันท่ี 0) วันท่ี 3 และวันท่ี 5 หลังการเติมโลหะหนัก 

 

ภาพท่ี 18 เปอรKเซ็นตKของปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ ในวันท่ี 5 (ส้ินสุดการทดลอง)  42 

 เทียบกับวันท่ี 0 (เร่ิมตOนการทดลอง) ในสาหร5ายขนาดเล็ก 

 ชนิด Chlorella vulgaris หลังจากการเติมโลหะหนักทองแดง  

 และสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ 

 

ภาพท่ี 19 เปอรKเซ็นตKของการสะสมอนุพันธKออกซิเจนท่ีว5องไว    43 

 (total reactive oxygen species, ROS) ในวันท่ี 5 (ส้ินสุดการทดลอง) 

 เทียบกับวันท่ี 0 (เร่ิมตOนการทดลอง) ในสาหร5ายขนาดเล็ก 

 ชนิด Chlorella vulgaris หลังจากการเติมโลหะหนักทองแดง 

 และสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ 

 

 

 

 

 

 



(15) 

 

 

รายการภาพประกอบ (ต0อ) 

 

 

 ภาพท่ี         หนwา 

 

ภาพท่ี 20 เปอรKเซ็นตKการสะสมกรดมัลลอนอัลดีไฮดK     44 

 (malonaldehyde acid, MDA) ในวันท่ี 5 (ส้ินสุดการทดลอง)  

 เทียบกับวันท่ี 0 (เร่ิมตOนการทดลอง) ในสาหร5ายขนาดเล็ก 

 ชนิด Chlorella vulgaris หลังจากการเติมโลหะหนักทองแดง 

 และสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ 

 

ภาพท่ี 21 ปริมาณกรดอะมิโนโพรลีนเปรียบกับกับปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ   45 

 ของสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris เม่ือเติมโลหะหนัก 

 ท่ีความเขOมขOนต5างกัน ณ ช่ัวโมงท่ี 0 6 12 (วันท่ี 0) วันท่ี 3 และวันท่ี 5  

 หลังการเติมโลหะหนัก a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทนชุดการเติมสังกะสี 

 

ภาพท่ี 22 แผนภาพสรุปกระบวนการตอบสนองทางสรีรวิทยา   57 

ของสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris  

ต5อโลหะหนักทองแดงและสังกะสี Cu แทน ทองแดงไอออน;  

Zn แทน สังกะสีไอออน; CP แทน ส5วนของคลอโรพลาสตK;  

MT แทน ไมโทคอนเดรีย; NU แทน นิวเคลียส;  

Fv/Fm แทน ค5ากะประมาณความเครียดของพืชในระบบแสงท่ีสอง;  

ɸPSII แทน ค5ากะประมาณอัตราการถ5ายทอดอิเล็กตรอนจากระบบแสงท่ีสอง;  

Chl a แทน คลอโรฟ}ลลK เอ ; ROS แทน อนุพันธKของออกซิเจนท่ีว5องไว;  

MDA แทน กรดมัลลอนดิไฮดK ผลผลิตของกระบวนการออกซิเดช่ัน;  

Pro แทน กรดอะมิโนโพรลีน
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บทที่ 1 

บทนำ และหลักการสำคัญ 

 

 

1. ความสำคัญ และท่ีมาของการวิจัย 

   

  ในป©จจุบันระบบนิเวศแหล5งน้ำหลายแห5งเกิดการปนเปl mอนของโลหะหนักจาก

กิจกรรมทั้งภาคการเกษตรและอุตสาหกรรม เช5น การทำอุตสาหกรรมเลี้ยงสัตวK โรงงานบำบัดน้ำเสีย 

โรงงานอุตสาหกรรมสิ่งทอ เป[นตOน (Veenstra et al., 1999; Terry and Stone 2002; Fathi et 

al., 2008) เมื่อโลหะหนัก เช5น ทองแดง สังกะสี โครเมียม แคดเมียม ปรอท เขOาสู5สิ ่งมีชีวิตจะมี

ผลกระทบต5อกลไกระดับเซลลK เช5น ยับยั้งการสรOางเอนไซมKที่มีผลกับระบบเมทาบอลิซึมต5างๆ การ

เพิ่มขึ้นของปริมาณสารอนุมูลอิสระชนิดต5างๆ การเพิ่มขึ้นของการออกซิเดชั่นของไขมัน และการ

ยับย้ังการเจริญเติบโต เป[นตOน (Chekroun and Baghour, 2013) 

  ทองแดง (copper) และสังกะสี (zinc) จัดเป[นโลหะหนักที่สามารถพบการปนเปlmอน

ในแหล5งระบบนิเวศทางน้ำ รวมไปถึงระบบมลพิษทางน้ำ เช5น น้ำเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม และ

เกษตรกรรม (wastewater) (Terry and Stone, 2002; Ullah et al., 2015) โดยทั้งทองแดงและ

สังกะสีจัดเป[นธาตุอาหารรองที่สำคัญสำหรับการเจริญเติบโตของพืช และเป[นแหล5งโครงสรOางสำคัญ

ในสังเคราะหKส5วนประกอบของเซลลKที่เกี่ยวขOองกับกระบวนการสังเคราะหKดOวยแสง และมีบทบาทท่ี

สำคัญต5อการดำเนินการทางสรีรวิทยาของพืช เช5น การสังเคราะหKเอนไซมKชนิดต5างๆ การหายใจระดับ

เซลลK กระบวนการออกซิเดชั่น และรีดักชั่นของพืช (Hafeez et al., 2013) อย5างไรก็ตามเมื่อพืช

ไดOรับปริมาณของโลหะหนักที่สูง จะส5งผลรบกวนกระบวนการเมทาบอลิซึม นำไปสู5การยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลลKพืช (Singh et al., 2010; Oves et al., 2016) จากการรายงานเบื้องตOนพบว5า 

ทองแดง และสังกะสีมีผลต5อระบบการทำงานของการสังเคราะหKแสงของพืช โดยมีผลยับยั้งปฏิกิริยาท่ี

ตOองใชOแสงโดยตรง (light reactions) เช5น ยับยั้งการทำงานของบริเวณควิโนน บี (quinone B, QB) 

และโปรตีนเชิงซOอนท่ีทำหนOาท่ีออกซิไดซKน้ำ (oxygen evolving complex, OEC) ยับยั้งกระบวนการ

ขนถ5ายอิเล็กตรอนระหว5างระบบแสงที่สอง และระบบแสงที่หนึ่ง (Oukarroum et al., 2012; Ravet 
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and Pilon, 2013) นอกจากนี้เมือพืชเกิดสภาวะเครียดอันเนื่องมาจากทองแดงและสังกะสี จะส5งผล

ใหOมีการเพิ ่มปริมาณสารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species, ROS) เช5น ซุปเปอรKออกไซดK

ไอออน (O2
-) ไฮโดรเจนเปอรKออกไซดK (H2O2) และอนุพันธKของไฮโดรเจนอื่นๆ ทั้งนี้สารดังกล5าวจะไป

ส5งผลกระทบต5อการทำงานของสารสำคัญในเซลลKพืชอีกต5อหนึ่ง เช5น ทำใหOเกิดการทำลายโครงสรOาง

ของโปรตีน ไขมัน และกรดนิวคลีอิก (Halliwell and Gutteridge, 1999) การยับยั้งการสังเคราะหK

ดOวยแสง (Schutzendubel and Polle, 2003; Kaciene et al., 2015) การลดจำนวน การกระจาย 

และประสิทธิภาพการทำงานของไมโทคอนเดรียภายในเซลลK (Pinto et al., 2003) ดังนั้นผลทาง

พิษวิทยาอันเนื่องมาจากโลหะหนักทั้งสองชนิดจึงอาจทำใหOลดอัตราการเจริญเติบโตและทำใหOพืชตาย

ไดO (Lu et al., 2015) 

  สาหร5ายขนาดเล็ก (microalgae) เป[นตัวแทนของสิ่งมีชีวิตที่สังเคราะหKดOวยแสงไดOท่ี

ถ ูกนำมาใชOเป[นโมเดลในการศึกษากลไกระดับเซลลKอย5างกวOางขวาง (Wang et al., 1998a; 

Kowalewska, 1999; Wang et al., 2010)  โดยจากการทดลองเพาะเลี้ยงสาหร5ายจากแหล5งน้ำที่มี

โลหะหนักปนเปlmอน พบว5าสาหร5ายขนาดเล็กดูดซึมโลหะหนักไดOอย5างรวดเร็ว และมีความไวของการ

ตอบสนองทางสรีรวิทยา (Rodrigues et al., 2012) โดยการตอบสนองทางสรีรวิทยามีความใกลOเคียง

กับที่มีการรายงานในพืช (Levy et al., 2007) จากการทบทวนเอกสารพบว5า ทั้งทองแดงและสังกะสี

มีผลในการลดปริมาณการสรOางรงควัตถุ เช5น คลอโรฟ}ลลK เอ บี  แคโรทีนอยดK และไพรีนอยดKของ

สาหร 5ายขนาดเล ็ก (Kebeish et al., 2014; Kumar et al., 2016; Zeraarkar et al., 2016) 

นอกจากนี้ยังมีการตอบสนองทางสรีรวิทยาอื่นๆ เช5น สาหร5ายจะมีขนาดใหญ5ขึ้นกว5าปกติ พบการ

สรOางปริมาณอาหารและฮอรKโมนผิดปกติ (Stiborova, 1988) และการสังเคราะหKดOวยแสงถูกยับย้ัง 

(Stiborova, 1988; Baron et al., 1995) ในขณะที่สาหร5ายขนาดเล็กท่ีสามารถทนต5อการปนเปlmอน

โลหะหนักมีการปรับตัวทางสรีรวิทยา เช5น มีการเพิ่มการทำงานของเอนไซมKตOานอนุมูลอิสระที่ช5วยใน

การกำจัดอนุมูลอิสระที่อาจเกิดขึ้นเนื่องมาจากภาวะเครียด (Wang et al., 2004) มีการเคลื่อนยOาย

โลหะหนักไปสะสมภายในส5วนของแวคิวโอล (นวรัตนK, 2558; Alam et al., 2015) การลดอัตราการ

แบ5งเซลลKสาหร5ายเพื่อรักษาโครงสรOางและพลังงานภายในเซลลK และการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโน       

โพรลีน (Alla and Saradhi, 1991; Ashraf and Foolad, 2007)   

  สาหร5ายชนิด Chlorella vulgaris  Beijerinck เป[นสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กที่มี

รายงานการศึกษาทางสรีรวิทยาจำนวนมาก (Kowalewska, 1999; Wang et al., 2010) ดOวย
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คุณสมบัติในการแบ5งเซลลKและการตอบสนองต5อสิ่งแวดลOอมอย5างรวดเร็ว จากการศึกษากลไกสภาวะ

เครียดอันเกิดจากโลหะหนักต5อสาหร5ายชนิดนี้ พบว5าเมื่อทำการเพาะเลี้ยง C. vulgaris ในโลหะหนัก 

มีการลดจำนวนของคลอโรพลาสตK รวมไปถึงความผิดปกติของการทำงานของเอนไซมKตOานอนุมูลอิสระ 

(Filippis and Pallaghy, 1976; Alam et al., 2014) และที่สำคัญพบการสะสมของสารประกอบ

ของกรดอะมิโนโพรลีน (Saradhi, 1991; Ashraf and Foolad, 2007) กรดอะมิโนโพรลีนจัดเป[นหน่ึง

โครงสรOางที่สำคัญของกระบวนการสังเคราะหKโปรตีนที่ผลิตจากสารกลูตาเมต (L-glutamate) (Hayat 

et al., 2012) จากการศึกษาอื่นๆ มีการเสนอว5ากรดอะมิโนโพรลีนมีบทบาทช5วยใหO C. vulgaris ทน

สภาวะเครียดที่หลากหลาย เช5น ในสภาวะแลOง สภาวะการขาดธาตุอาหาร และการปนเปlmอนโลหะ

หนัก เนื่องจากมักจะพบการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนโพรลีน และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวขOองกับ

การสังเคราะหKกรดอะมิโนโพรลีนในสาหร5ายท่ีอยู5ในสภาวะเครียดดังกล5าว (Alla and Saradhi, 1991; 

Mehta and Gaur, 1999; Chondhary et al., 2007) โดยมีการเสนอว5ากรดอะมิโนโพรลีนทำหนOาท่ี

ในกระบวนการควบคุมสมดุลการเข Oาออกของไอออน และโมเลกุลของเหลวภายในเซลลK 

(osmoregulation)  และเหนี่ยวนำใหOเกิดการสรOางสารตOานอนุมูลอิสระ ไดOแก5 กลุ5มสารกลูธาไธโอน 

(glutathione, GSH) ซึ่งเป[นสารตั้งตOนของการสังเคราะหKของไฟโตคีเลติน (phytochelatin, PC) ซ่ึง

ทำหนOาที่กำจัดพิษโลหะหนักอีกต5อหนึ่ง (Mehta and Gaur, 1999; Siripornadulsil et al., 2002; 

Liang et al., 2013) นอกจากนี้การศึกษาของ Wu และคณะ (1998a) แสดงว5าเมื่อใหOกรดอะมิโน 

โพรลีนเพิ ่มในอาหารเลี ้ยงสาหร5าย Chlorella sp. (strain 2350) พบว5ามีการดูดซึมโลหะหนัก

ทองแดงลดลง ซึ่งการควบคุมการดูดซึมโลหะหนักนี้เองอาจเป[นกลไกหลักของกรดอะมิโนโพรลีนท่ี

ช5วยลดความเครียดจากโลหะหนักในสาหร5ายชนิดน้ี 

  การศึกษานี ้มีวัตถุประสงคKเพื ่อศึกษาผลของโลหะหนักต5อการตอบสนองทาง

สรีรวิทยาของสาหร5ายขนาดเล็ก โดยใชOสาหร5ายขนาดเล็ก C. vulgaris เป[นโมเดลในการศึกษา โดยใหO

ความสำคัญกับทองแดง และสังกะสีซึ ่งเป[นโลหะหนักที่มีการปนเปlmอนในระบบนิเวศแหล5งน้ำท่ี

แพร5หลาย (Rub et al., 2006; Alam et al., 2015) การศึกษานี้อาจนำไปสู5การระบุกลไกการทน

โลหะหนักในสาหร5าย C. vulgaris อันจะเป[นประโยชนKต5อการปรับปรุงเทคโนโลยีการเพิ่มผลิตภาพ

ของสาหร5าย C. vulgaris และการบำบัดสารพิษดOวยสาหร5ายขนาดเล็ก (phytoremediation) ต5อไป 
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2. วัตถุประสงคYของการทำวิจัย 

   

  เพื่อศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของสาหร5าย C. vulgaris ต5อการปนเปlmอน

ทองแดงและสังกะสี และกลไกการเกิดพิษของทองแดงและสังกะสี  

 

3. สมมติฐานของการทำวิจัย 

   

  สาหร5ายขนาดเล็กชนิด C. vulgaris จะมีการตอบสนองทางสรีรวิทยาต5อการ

ปนเปlmอนทองแดง และสังกะสี เช5น การยับยั ้งการเพิ ่มจำนวนเซลลKของสาหร5าย การยับยั ้งการ

สังเคราะหKดOวยแสง เพิ่มปริมาณของสารอนุมูลอิสระ การเพิ่มขึ้นของกระบวนการออกซิเดชั่นของ

ไขมันและกรดอะมิโนโพรลีน ซึ่งแปรผันตามความเขOมขOนของชนิดโลหะหนัก และเวลาที่ปนเปlmอน

โลหะหนัก  

 

4. ประโยชนYท่ีไดwรับจากการวิจัย 

   

  1. ทราบถึงผลกระทบของการปนเปlmอนทองแดง และสังกะสีต5อการตอบสนองทาง

สรีรวิทยาของสาหร5าย C. vulgaris  

  2. ทราบถึงกลไกการเกิดพิษของทองแดงและสังกะสีใน C. vulgaris และกลไกการ

ทนพิษของโลหะหนักดังกล5าวใน C. vulgaris  
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5. บทตรวจเอกสาร 

ผลของทองแดงและสังกะสีต0อสรีรวิทยาของพืช  

  

  Barcelo และ Poschenrieder (2013) ใหOนิยามของโลหะหนัก (heavy metal) คือ

สารหรืออนุภาคของธาตุที ่มีน้ำหนักมากกว5า 5 กรัมต5อลูกบาศกKเซนติเมตรหรือเลขมวลอะตอม

มากกว5า 20 โดยโครงสรOางไม5มีการเปลี่ยนแปลงไปตามสภาพของสิ่งแวดลOอมธรรมชาติ (Veenstra et 

al., 1999; Terry and Stone 2002) เนื ่องจากความกOาวหนOาทางเทคโนโลยีทั ้งดOานเกษตรกรรม 

หัตถกรรม และอุตสาหกรรม ทำใหOผูOประกอบการนำนวัตกรรมต5างๆ ที่ช5วยในการเพิ่มผลผลิตมาใชO

มากข้ึน ซ่ึงพบโลหะหนักสะสมจากแหล5งท่ีมาดังกล5าวมากข้ึน เช5น ทองแดง สังกะสี ปรอท อะลูมิเนียม 

นิกเกิล แคดเมียม (Son et al., 2014) โดยเฉพาะภาคเกษตรกรรม โลหะหนักดังกล5าวถูกนำมาใชOใน

รูปของสารกำจัดศัตรูพืช และปุ®ยเคมีสูตรต5างๆ (Ayala et al., 2014) ขOอมูลจากกรมควบคุมมลพิษ 

กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตรK วิจัยและนวัตกรรม (อว.) ไดOบัญญัติค5ามาตรฐานของปริมาณ

โลหะหนักในแหล5งตะกอนดิน พ.ศ. 2548 (กรมควบคุมมลพิษ, 2548a) และแหล5งน้ำในธรรมชาติ 

แหล5งน้ำจากโรงงานอุตสาหกรรม กองงานปศุสัตวK และงานเกษตรกรรม (กรมควบคุมมลพิษ, 2548b) 

กำหนดค5าดังตาราง 1 จากการทบทวนเอกสารพบว5าปริมาณของทองแดง และสังกะสีในแหล5งน้ำผิว

ดิน และกิจกรรมหลังจากการบำบัดน้ำเสียของโรงงานอุตสาหกรรมในประเทศไทยมากกว5ารOอยละ 35 

มีค5าเกินกว5ามาตรฐาน (Nimrat and Vulthiphandchai, 2014) 

  ดังนั้นผลกระทบของโลหะหนักต5อสิ่งแวดลOอมที่ชัดเจนมากที่สุดคือ ผลกระทบต5อ

ระบบดินและน้ำ ส ังคมพืชน ้ำ (aquatic plant community) และกล ุ 5มของแพลงก Kตอนพืช 

(phytoplankton community) จัดเป[นตัวแทนสิ่งมีชีวิตที่สังเคราะหKดOวยแสงไดOในแหล5งน้ำ (Son et 

al., 2014) ซึ ่งเมื ่อกลุ 5มสิ ่งมีชีว ิตเหล5านี ้ไดOร ับโลหะหนักมากเกินไปจะส5งผลต5อสัณฐานวิทยา 

(morphology) และสรีรวิทยา (physiology) ที ่แตกต5างกันไปขึ ้นอยู 5กับชนิดของโลหะหนักและ

ความสามารถในการทนโลหะหนักของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ (Clijsters and Assche, 1985; Afkar et al., 

2010)  
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ตาราง 1 ตารางแสดงปริมาณของโลหะหนักในแหล5งตะกอนดิน และแหล5งน้ำประเภทต5างๆ ตาม

เกณฑKกรมควบคุมมลพิษ กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตรK วิจัยและนวัตกรรม (อว.) 

 

ชนิดโลหะ

หนัก 

ตะกอนดิน 

(mg/kg) 

ประเภทของแหล0งน้ำ (mg/l) 

ประเภท ก ประเภท ข ประเภท ค ประเภท ง 

แคดเมียม  37 

ตOองไม5พบ 

0.003 0.003 0.003 

ตะก่ัว 40 0.05 0.002 0.02 

นิกเกิล 160 0.05 0.05 0.01 

ทองแดง 1.5 1.5 1.0 1.0 

ปรอท 2.3 0.05 0002 0.005 

แมงกานีส 180 1.7 0.01 0.01 

สังกะสี 2.7 1.0 0.04 0.5 

สารหนู  3.9 0.25 0.01 0.05 

ดีดีที (DDT) 17 0.001 ตOองไม5พบ ตOองไม5พบ 

เบนซิล 6.5 0.001 ตOองไม5พบ ตOองไม5พบ 

กลุ5มซัลเฟอรK 0.6 0.05 ไม5ระบุ ไม5ระบุ 

 

หมายเหตุ  

แหล5งที่มา: ประกาศกรมควบคุมมลพิษ กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตรK วิจัยและนวัตกรรม (อว.) (เดิม 

กระทรวงวิทยาศาสตรKและเทคโนโลยี) เรื่องมาตรฐานและเกณฑKควบคุมปริมาณโลหะหนักในตะกอนดิน พ.ศ. 2548 

และประเภทแหล5งน้ำ พ.ศ. 2548 

แหล5งน้ำประเภท ก แทน น้ำสำหรับอุปโภค บริโภค และแหล5งน้ำดิบสำหรับผลิตน้ำดื่ม 

แหล5งน้ำประเภท ข แทน แหล5งน้ำธรรมชาติ แหล5งน้ำชลประทาน งานเกษตรกรรม 

แหล5งน้ำประเภท ค แทน น้ำหลังจากการบำบัด จากอาคารขนาดใหญ5 เช5น โรงพยาบาล ขนาด 300 เตียงขึ้นไป 

โรงแรมขนาดใหญ5 มหาวิทยาลัย 

แหล5งน้ำประเภท ง แทน น้ำหลังจากการบำบัด จากโรงงานอุตสาหกรรม งานปศุศัตวK เช5น ฟารKมสุกร 
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  ทองแดง (copper) และสังกะสี (zinc) เป[นธาตุอาหารรองท่ีมีความจำเป[นต5อพืช แต5

เมื่อพืชไดOรับธาตุอาหารดังกล5าวมากกว5าปริมาณที่เหมาะสม แมOความเขOมขOนต่ำก็สามารถเป[นพิษต5อ

พืชไดO เมื่อไดOรับปริมาณโลหะหนักที่มากเกินไปในระเวลาที่นานพอจะทำใหOพืชมีลักษณะที่เปลี่ยนไป

โดยเห็นไดOชัดเจน เช5น ใบไหมO ใบมีขอบเหลือง ใบร5วง รากมีการเจริญที่ผิดปกติ และการเปลี่ยนสีของ

ใบและลำตOน จากรายงานของนวรัตนK (2558) และ Saglam และคณะ (2016) พบว5าเมื่อพืชไดOรับ

ปริมาณทองแดง และสังกะสีมากเกินไปจะส5งผลต5อสรีรวิทยาของพืชหลายประการ เช5น ยับยั้งการ

สังเคราะหKดOวยแสง ยับยั้งการหายใจระดับเซลลK การสังเคราะหKและสลายกลุ5มของคารKโบไฮเดรต

ผิดปกติ และรบกวนระบบเมทาบอลิซึมของโปรตีน (Feigl et al., 2015) จากการศึกษาของ Son 

และคณะ (2014) ทำการศึกษาผลของโลหะหนักแคดเมียม ทองแดง และสังกะสีต5อการสรOางสารตOาน

อนุมูลอิสระกลุ5มกลูธาไธโอน (glutathione; GSH) ในตOนยาสูบ (Nicotiana tacacum L.; tobacco) 

พบว5าเมื่อเติมโลหะหนักความเขOมขOน 0.2 มิลลิโมลาหKในอาหารมาตรฐาน (MS media) ส5งผลใหO

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตOนยาสูบเปลี่ยนไป เช5น ยับยั้งการเจริญเติบโต ลำตOนและใบมีขนาดเล็ก

ลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และสีของใบมีลักษณะจางลง (ภาพที่ 1) และการเปลี่ยนแปลงกลไกทาง

สรีรวิทยาคือการเพิ่มขึ้นของสารกลุ5ม GSH เมื่อพืชไดOรับโลหะหนักจำนวน 5 สัปดาหK และการศึกษา

ของ Feigl และคณะ 2015 ทำการศึกษาพืชวงศKผักกาด 2 ชนิดเมื่อกระตุOนดOวยสังกะสี ความเขOมขOน 

50 150 และ 300 ไมโครโมลาหK พบว5าพืชทั้ง 2 ชนิดการเจริญเติบโตลดลง รวมไปถึงความยาวราก

และลำตOน จำนวนและขนาดของใบลดลงอย5างมีนัยสำคัญ (ภาพท่ี 2) 
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ภาพที ่  1 ผลการเปล ี ่ยนแปลงทางส ัณฐานว ิทยาของต Oนยาส ูบ (N. tacacum L.) ในระดับ

หOองปฏิบัติการ เมื่อเติมโลหะหนัก แคดเมียม ทองแดง และสังกะสี ความเขOมขOน 0.2 มิลลิโมลาหK 

ระยะเวลา 5 สัปดาหK (Son et al., 2014) 

 

 

 
ภาพที่ 2 ผลการเปลี ่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของพืชวงศKผักกาด 2 ชนิด (B. juncea L. และ        

B. napus L.)  ในระดับหOองปฏิบัติการ เม่ือเติมสังกะสีความเขOมขOนแตกต5างกัน (Feigl et al., 2015) 

 

  ทองแดงและสังกะสีมีความสัมพันธKต5อระบบการสังเคราะหKแสงของพืช กล5าวคือ

ไอออนของโลหะหนักทั้งสองชนิดเขOาไปยับยั้งการสังเคราะหKดOวยแสง และการขนส5งอิเล็กตรอน ดOวย

การยับยั้งการทำงานของ primary quinone receptor (QA) และ secondary quinone receptor 
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(QB) มีผลทำใหOการทำงานของระบบแสงที่สองถูกยับยั้ง (Aggarwal et al., 2012; Zlobin et al., 

2014) จากการทบทวนเอกสารพบว5าโลหะหนักเขOาไปจับพันธะคู5บริเวณซัลไฟดK (sulfhydryl group, 

-SH) (Petsas and Vagi, 2017) รบกวนการสังเคราะหKโปรตีนตั้งตOนสำหรับการสังเคราะหKดOวยแสง 

เมื่อพืชไดOรับโลหะหนักในปริมาณมากจนเขOาสู5สภาวะ sub-lethal state จะเกิดการยับยั้งปฏิกิริยาท่ี

ตOองใชOแสง (light reactions) นอกจากนี้ยังลดปริมาณของสารกลุ5มโปรตีนแทรกบริเวณเยื่อหุOมเซลลK

ของคลอโรพลาสตK ลดจำนวนรงควัตถุ (Kumar et al., 2014; Son et al., 2014) เช5น คลอโรฟ}ลลK 

แคโรทีนอยดK ยับยั้งการทำงานของ oxygen-evolving complex (OEC) และวัฏจักรของน้ำตาลหOา

โมเลกุลหรือน้ำตาลเพนโตส (pentose phosphate cycle) นอกจากนี้อนุภาคของทองแดง (Cu+ 

และ Cu2+) และส ังกะส ี  (Zn+ และ Zn2+) สามารถย ับย ั ้ งการทำงานของเอนไซม K  NADP-

oxidoreductase ในกลุ5มของสาหร5ายสีเขียว และกลุ5มยูกลีนอยดKไดO (Yruela, 2013; Kumar et al., 

2014) ทำใหOเซลลKเสียเสถียรภาพในการสังเคราะหKดOวยแสง (ภาพท่ี 3) (Yruela, 2013) จากการศึกษา

ของ Paunov และคณะ (2018) วัดอัตราการสังเคราะหKดOวยแสง และการขนส5งอิเล็กตรอนในระบบ

แสงที่สอง (P680 และ P700) ในขOาวสาลี (Triticum durum Desf. (cv. Beloslava)) หลังจากการ

เติมทองแดง สังกะสี และแคดเมียม ความเขOมขOน 600 มิลลิโมลาหK พบว5าอัตราการขนส5งอิเล็กตรอน

ลงลงอย5างมีนัยสำคัญ นอกจากนี้พบว5าค5าประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสงสูงสุดในระบบแสงท่ี

สอง (Fv/Fm) ลดลงอีกดOวย  
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ภาพท่ี 3 ความแตกต5างของความสามารถในการสังเคราะหKดOวยแสงของพืชระหว5าง a) สภาวะปกติ b) 

การถูกกระตุOนดOวยโลหะหนัก  (Kumar et al., 2014) 

 

  ไอออนของทองแดงไม5เพียงยับยั้งปฏิกิริยาที่ตOองใชOแสง แต5ยังส5งผลยับยั้งเอนไซมK

ต5างๆ ที ่เกี ่ยวขOองกับวัฏจักรคาลวิน (calvin cycle) อีกดOวย ซึ ่งมีผลโดยเฉพาะเอนไซมKรูบิสโก 

(bisphosphate carboxylase oxygenase; Rubisco) และเพพคารKบอกซิเลส (PEP carboxylase)  

(Aggarwal et al., 2011; Mendoza et al., 2013; Petsas and Vagi, 2017) นอกจากน้ีท้ังทองแดง

และสังกะสีสามารถยับยั้งการสังเคราะหKคลอโรฟ}ลลK โดยทองแดงจะรบกวนสมดุลของพลาสโตควิโนน:

พลาสโตควินอล (plastoquinone: plastoquinol) ซ่ึงจะไปรบกวนข้ันตอนการสังเคราะหKคลอโรฟ}ลลK

อีกต5อหนึ่ง ส5วนไอออนของสังกะสีสามารถรบกวนโครงสรOางโมเลกุลของคลอโรฟ}ลลK ไดOโดยตรงโดย

พบว5า Zn2+ เขOาไปจับพันธะกับคารKบอนตำแหน5ง 131 และ132 ของกลุ 5มวงแหวน isocyclic 

cyclopentanone ของคลอโรฟ}ลลK เอ ทำใหOประสิทธิภาพของการสังเคราะหKดOวยแสงลดลง 
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( Petrovic et al., 2006; Horn and Barrientos, 2008; Zvezdanovi and Markovi, 2009; 

Kalaikandhan et al., 2014) (ภาพท่ี 4) 

 

a  b   

ภาพที่ 4 โครงสรOางของคลอโรฟ}ลลK เอ a โครงสรOางทั่วไป (Zvezdanovi and Markovi, 2009) และ 

b การเปลี่ยนแปลงของส5วนประกอบคลอโรฟ}ลลK เอ ส5วนของ hypothetic 6-membered และวง

แหวน isocyclic cyclopentanone (Petrovic et al., 2006) 

 

  จากงานวิจัยของ Wang และคณะ (2017) ทำการศึกษาเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียว

ชนิด Closterium ehrenbergii Meneghini ดOวยทองแดงความเขOมขOน 0.2 และ 0.4 มิลลิกรัมต5อ

ลิตร พบว5าค5าประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสงสูงสุดของระบบแสงที่สอง (Fv/Fm) ลดลงหลังจาก

เติมทองแดง 24 ชั่วโมง และมีปริมาณของสารอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึนอย5างมีนัยสำคัญ และเม่ือ

เปรียบเทียบปริมาณของรงควัตถุ ณ เวลาที่แตกต5างกันพบว5าชุดการเติมทองแดง 0.4 และ 0.2 

มิลลิกรัมต5อลิตร สามารถลดปริมาณของคลอโรฟ}ลลKตั ้งแต5 6 และ 24 ชั ่วโมงหลังจากเติมโลหะ

ตามลำดับ (ภาพท่ี 5) 
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ภาพที่ 5 การเปลี่ยนแปลงการสะสมรงควัตถุของสาหร5ายสีเขียวชนิด Closterium ehrenbergii 

หลังจากเติมทองแดงความเขOมขOน 0.2 และ 0.4 มิลลิกรัมต5อลิตรชั่วโมงที่ 6 และ 48 ภายใตOกลOอง

จุลทรรศนKแบบใชOแสง (ลูกศรแสดงบริเวณของปริมาณคลอโรพลาสตKที่สูญเสียไปหรือการลดปริมาณ

รงควัตถุ) (Wang et al., 2017) 

 

  ทองแดงและสังกะสีส5งผลทำใหOมีการเพิ ่มขึ ้นของสารกลุ 5ม reactive oxygen 

species (ROS) แ ล ะ  reactive nitrogen species (RNS) (Feigl et al., 2015; Liu et al., 2018) 

(ตาราง 2) โดยกลไกในการสรOางกลุ 5ม ROS นั ้นมีความแตกต5างกันระหว5างทองแดงและสังกะสี 

ทองแดงสามารถเหนี่ยวนำใหOเกิดการสรOาง ROS ไดOโดยผ5านปฏิกิริยา Fenton และ Harber Weiss 

(Angelé-Martínez, 2014) (ภาพที่ 6) ดOวยโลหะหนักทองแดง และเหล็ก เป[นตัวเร5งใหOเกิดปฏิกิริยา

เปลี่ยนแปลงไฮโดรเจน เพอรKออกไซดK (H2O2) เป[นอนุพันธKของไฮโดรเจน (·OH) โดยตรง และอีกกรณี

หนึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของรงควัตถุในสถานะการถูกกระตุOน ที่ไม5สามารถส5งผ5านพลังงานไปยัง

ระบบการขนส5งอิเล็กตรอน (electron transport chain, ETC) แต5ส5งไปยังออกซิเจนแทน ทำใหOเกิด 

oxygen singlet (1O2) (Burda et al., 2002; Orzechowaska et al., 2008; Shahid et al., 2014) 

แต5กรณีของโลหะหนักสังกะสี เนื่องจากสังกะสีจัดเป[นกลุ5ม redox inactive (Angelé-Martínez et 

al., 2014; Feigl et al., 2015) จึงไม5สามารถกระตุOนการเกิด ROS ไดOโดยตรง โดยความเขOมขOนของ

สังกะสีในระดับที่มากเกินพอจะเขOาไปยับยั้งการทำงานของกลุ5มเอนไซมK เนื่องจากการจับบริเวณ 

active bind site ของหมู5ซัลไฟดKไฮดริล  (-SH group) ทำใหOเกิดพันธะ covalent ระหว5างโลหะหนัก

และหมู5ซัลไฟดK ส5งผลใหOระดับของเอนไซมKดังกล5าวลดลงนำไปสู5การรบกวนสมดุลของปริมาณ ROS 

และส5งผลใหOเกิด oxidative stress ภายในเซลลKตามลำดับ (Mori and Schroeder, 2004; Wilham, 

2007; Clausen et al., 2013; Angelé-Martínez et al., 2014; Marreiro et al., 2017) จ า ก
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การศึกษาผลของสังกะสีต5อการเพิ่มขึ้นของ ROS ในตOนยาสูบ พบว5าสังกะสีทำปฏิกิริยากับกลุ5มของ

โปรตีนที่ทำปฏิกิริยาร5วมกับกรดลิววิส (lewis acid) และส5งผลกระทบต5ออัตราการเขOาออกของประจุ

ของแคลเซียมไอออน (Ca2+) ซึ่งทำหนOาที่เป[น secondary messenger ภายในไมโทคอนเดรีย (Mori 

and Schroeder, 2004; Clausen et al., 2013) ซ ึ ่ งส 5 งต 5อระบบการทำงานของไซโทโครมซี 

(cytochrome c; cyt c) และเอนไซมK NADPH oxidase เหนี่ยวนำใหOเกิดภาวะ oxidative stress 

ภายในเซลลKและสรOาง O2
- และ H2O2 เพิ่มมากขึ้น (Angelé-Martínez et al., 2014; Marreiro et 

al., 2017) 

 

ตาราง 2 สมาชิกกลุ5มของสารอนุพันธKของออกซิเจนท่ีว5องไว (reactive oxygen species; ROS) และ

กลุ5มอนุพันธKของไนโตรเจนออกซิไดซK (reactive nitrogen species, RNS) (Liu et al., 2018) 

 

Reactive oxygen species (ROS) Reactive nitrogen species (RNS) 

Superoxide radical (O2
-)  

Hydroxyl radical (OH)  

Hydrogen peroxide (H2O2) 

Peroxyl radical (RO2)  

Alkoxyl radical (RO)  

Hydroperoxyl radical (HO2) 

Singlet oxygen 

Nitric oxide (NO) 

Nitrogen dioxide (NO2) 

Nitrous acid (HNO2)  

Dinitrogen tetroxide (N2O4) 

Dinitrogen trioxide (N2O3) 

Peroxynitrite (ONOO) 

Peroxynitrous acid (ONOOH) 

Alkyl peroxynitrites (ROONO)  

Nitryl chloride (NO2Cl) 
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ภาพท่ี 6 ปฏิกิริยาท่ีเก่ียวขOองกับการเกิดของกลุ5มของอนุมูลอิสระ (ROS) เม่ือกระตุOนดOวยทองแดง  

APX แทน ascorbate peroxidase GSH แทน glutathione และ SOD แทน superoxide 

dismutase (Angelé-Martínez et al., 2014)  

  

  หากสารอนุพันธKที่ว5องไวเหล5านี้ไม5ถูกกำจัดไดOทันท5วงที จะส5งผลใหOเกิดภาวะเครียด 

oxidative stress ในออรKกาเนลลKต5างๆ เช5น นิวเคลียส ไมโทคอนเดรีย คลอโรพลาสตK เพอรKรอกซิโซม 

(Lee, 2018; Liu et al., 2018) เมื่อ ROS เพิ่มมากขึ้น สารกลุ5มดังกล5าวจะทำปฏิกิริยากับเยื่อหุOม

เซลลKดOวยการจับกับโมเลกุลออกซิเจนของฟอสโฟไลพิดทำใหOเกิดพันธะคู5และกระตุOนการทำงานของ

เอนไซมKกลุ5มไลโปจิเนส (lipogeneses) และกลุ5มของไซโทโครม พี450 (cytochrome P450)  ทำใหO

เกิดเยื่อหุOมเซลลKเสียเสถียรภาพและเกิดการออกซิเดชั่นของไขมัน (lipid peroxidation, LPO) การ

ออกซิเดชั่นของไขมันจะมีการสรOางผลิตภัณฑKคืออนุพันธKกรดมัลลอนอัลดิไฮดK (malondialdehyde 

acid; MDA) กระบวนการเกิดการออกซิเดชั่นของไขมันนั้นเป[นปฏิกิริยาลูกโซ5 โดยโลหะหนักเขOาทำ

ปฏิก ิร ิยากับกรดไขมันไม5อ ิ ่มตัว ทำใหOเก ิดอนุภาคของไฮโดรเจนและกรดไขมันที ่ไม 5อ ิ ่มตัว 

(unsaturated lipid) และเมื ่อกรดไขมันดังกล5าวทำปฏิกิร ิยากับ oxygen singlet ซึ ่งเกิดจาก

กระบวนการเกิด ROS ทำใหOเป[นอนุพันธKของไขมัน เพอรKรอกซีลเรดิคิล (lipid peroxyl radical) และ

เมื่ออนุพันธKดังกล5าวเขOาทำปฏิกิริยาลูกโซ5กับส5วนของฟอสโฟไลพิดบริเวณเยื่อหุOมเซลลK ทำใหOอนุภาค

ของโมเลกุลออกซิเจนเคลื่อนที่ไปทั่วระบบทำใหOเกิดกระบวนการสลับขั้วของไลพิดบริเวณเยื่อหุOมเซลลK 

(fib fob reaction) ทำใหOเกิดการขาดเสถียรภาพของเยื่อหุOมเซลลK ส5งผลใหOเกิดไลพิด ไฮโดรเพอรK
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ออกไซดK (lipid peroxide) ตามลำดับ (Gill and Tuteja,  2010; Ayala et al., 2014; Hossain et 

al., 2012; Palipoch and Koomhin, 2015) (ภาพที ่  7-8) เม ื ่อม ีการสะสมของผลิตภัณฑKจาก

กระบวนการออกซิเดชั่นของไขมันมากเกินไปจะเกิดการสื่อสัญญาณเหนี่ยวนำใหOเกิดกระบวนการตาย

ของเซลลKแบบ apoptosis (Ayala et al., 2014; Shahid et al., 2014) 

 

 
ภาพที่ 7 กระบวนการออกซิเดชั่นของไขมัน และสังเคราะหK MDA อันเนื่องมาจากการเพิ่มขึ้นของ 

ROS ภายในเซลลKพืช (Gill and Tuteja, 2010) 

 

 
 

ภาพท่ี 8 การเกิดปฏิกิริยาลูกโซ5จากการเกิดออกซิเดช่ันของไขมัน (Ayala et al., 2014) 
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  อย5างไรก็ตาม ROS และ MDA มีความเก่ียวขOองกับการส่ือสัญญาณภายในเซลลK โดย

หนึ ่งในเอนไซมKสำคัญที ่ทำหนOาที ่ควบคุมการตอบสนองของเซลลKต5อสิ ่งเรOาต5างๆคือ mitogen-

activated protein kinase (MAPK) (Liu et al., 2018) สามารถพบในกลุ5มของยูคาริโอตที่สามารถ

สังเคราะหKดOวยแสงไดO จากการศึกษาในขOาวโพด (Zea mays L. cv. Nongda 108) พบว5าโลหะหนัก

ทองแดงความเขOมขOน 10 50 และ 100 ไมโครโมลาหK ส5งผลกระตุOนการแสดงออกของยีน MAPK3 

พรOอมกันกับการเพิ่มปริมาณของ ROS และการเพิ่มปริมาณ MDA อย5างมีนัยสำคัญ (Liu et al., 

2018) นอกจากนี้การศึกษาในขOาวโดย Marreiro และคณะ (2017) มีการรายงานว5าสังกะสีความ

เขOมขOน 10-100 ไมโครโมลาหK ส5งผลเพิ่มการแสดงออกของยีน MAPK3 สอดคลOองกับการการเพิ่มข้ึน

ของ ROS และการทำงานของซิงคK ทรานสปอรKทเตอรK 14 (zinc-transporter; ZIP 14) 

  กรดอะมิโนโพรลีน (proline; Pro) จัดเป[นหนึ ่งโครงสรOางคารKบอน (carbon’s 

skeleton structure) ที่สำคัญในการสังเคราะหKโปรตีน (protein synthesis) (Hayat et al., 2012; 

Chun et al., 2018) ที ่ผลิตจากสารกลูตาเมต (L-glutamate) และยูเร ีย (urea) (Hayat et al., 

2012) และสังเคราะหKผ5าน glutamate pathway โดยใชOสารกลูตาเมตเป[นสารตั้งตOนเปลี่ยนเป[นสาร 

1-pyrroline-5-carboxylate (P5C) โ ด ย เ อ น ไ ซ ม K  1,1-pyrroline-5-carboxylate synthetase 

(P5CS) และ reductase (P5CR) ในส5วนของคลอโรพลาสตKหรือไซโตซอล หรือ ornithine pathway 

โดยการสังเคราะหKโพรลีนผ5านสาร ornithine บริเวณไมโทคอนเดรีย ซึ่งเชื่อมโยงกับการวัฏจักรการ

สลายน้ำตาลเพนโตส (pentose phosphate pathway) (ภาพที่ 9) (Kaur and Asthir 2015) หรือ

การสลายสารกลูตาเมต-กลูตามีน (glutamate-glutamine metabolism) Kaur และ Asthir (2015) 

รายงานระดับปริมาณของโพรลีนในเซลลKของพืชพบว5าในสภาวะปกติ พืชจะสังเคราะหKโพรลีนเพียง 

5% แต5เมื่อพืชอยู5ในสภาวะเครียดจะเพิ่มการสังเคราะหKกรดอะมิโนดังกล5าวเป[น 80% ของกิจกรรม

ท้ังหมดของเซลลK  
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ภาพท่ี 9 การสังเคราะหKและสลายกรดอะมิโนโพรลีนจากบริวณต5างๆของเซลลKพืช เช5น คลอโรพลาตสK 

ไซโตซอล ไมโทคอนเดรีย (Kaur and Asthir, 2015) 

 

  จากการศึกษาอื่นๆ มีการเสนอว5ากรดอะมิโนโพรลีนมีบทบาทช5วยในการทนสภาวะ

เครียดที่หลากหลาย เช5น ในสภาวะแลOง ภาวะเสียสมดุลของไอออนโซเดียม/โพแทสเซียมภายในเซลลK 

(Na+/K+ equilibrium of osmoregulation) สภาวะเครียดเนื่องมาจากเกลือ และการปนเปlmอนโลหะ

หนัก เนื่องจากมักจะพบการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนโพรลีน และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวขOองกับ

การสังเคราะหKกรดอะมิโนโพรลีนในสภาวะเครียดดังกล5าว (Alla and Saradhi, 1991; Mehta and 

Gaur, 1999; Cushman, 2001; Chondhary et al., 2007; Dar et al., 2016; Aslam et al., 2017; 

Chun et al., 2018) โดยมีการเสนอว5ากรดอะมิโนโพรลีนทำหนOาที ่เก ี ่ยวขOองกับการส5งเสริม

กระบวนการขนส5งอิเล็กตรอน (ETC) ในไมโทคอนเดรีย ดOวยการเติม H+ ใหOกับ NAD และ FAD เป[น 

NADH และ FADH ตามลำดับ (Kaur and Asthir, 2015) อีกทั้งมีบทบาทในการเพิ่มประสิทธิภาพใน

การสลายน้ำตาลเพนโตสและวัฏจักรเครปสK (tricarboxylic acid; TCA) ดOวยการเติม H+ ใหOกับ 

NADP เป[น NADPH ในกระบวนการสลายกลูโคสเป[นน้ำตาลไรบูโลส-5-ฟอตเฟต (ribulose-5-

phosphate) ทำใหOเพ่ิมประสิทธิภาพของวัฏจักรคาลวิน (ภาพท่ี 10) (Kaur and Asthir, 2015) 
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ภาพท่ี 10 ความสัมพันธKของวิถีสังเคราะหK/สลายกรดอะมิโนโพรลีน กับการสลายน้ำตาลเพนโตส  

วัฎจักร TCA วัฏจักรยูเรีย และกระบวนการขนส5งอิเล็กตรอน (ETC) (Kaur and Asthir, 2015)  

 

  นอกจากนี ้กรดอะมิโนโพรลีนยังมีบทบาทในการเป[นสารตOานสารอนุมูลอิสระ 

(antioxidant) สามารถช5วยยับยั ้งการเพิ ่มขึ ้นของสารอนุมูลอิสระ (ROS) โดยการจับของพันธะ

ไฮโดรเจนกับไฮดรอกซิลเรดิคิล (hydroxyl radical; OH) โดยไฮโดรเจนไอออนนั้นจับกับคารKบอน

ตำแหน5งที่ 5 ของโพรลีนกลายเป[นโพรลีนเรดิคิล (proline radical) และโมเลกุลดังกล5าวสามารถถูก

สลายไดOดOวยเอนไซมK P5CR ในส5วนของไซโตซอลและคลอโรพลาสตK (ภาพที่ 11) (Du et al., 2014; 

Shahab et al., 2012; Kaur and Asthir, 2015; Elewa et al., 2017; Aswani et al., 2018) จาก

การศึกษาของ Radic และคณะ (2009) ศึกษาความสัมพันธKของกรดอะมิโนโพรลีนกับปริมาณ ROS 

ในพืชชนิด Lemna minor L. ท่ีไดOรับสังกะสี 0.15 และ0.30 มิลลิโมลาหK เป[นเวลา 15 วัน พบว5าการ

เพิ่มขึ้นของโพรลีนสามารถลดปริมาณของ H2O2 ในทุกชุดการทดลอง สอดคลOองกับการศึกษาการ
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ลดลงของ ROS และการเพิ่มขึ้นของโพรลีนในขOาว (Oryza sativa cv. Taichung Native 1) ที่ไดOรับ

ทองแดง 0.2-1.0 มิลลิโมลาหK พบว5าเมื่อเติม L-proline 1.0 นอรKมอลสามารถยับยั้งการเกิด ROS ไดO

ภายใน 96 ชั ่วโมง (Chen et al., 2004) เช 5นเดียวกัน  Theriappan และคณะ (2011) ศึกษา

ความสัมพันธKระหว5างการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาและการสะสมของกรดอะมิโนในพืชชนิด 

Brassica oleracea var. botrytis ท่ีไดOรับโลหะหนัก ปรอท แคดเมียม และสังกะสี ความเขOมขOน 50-

1,000 ไมโครโมลาหK พบว5าในชุดการทดลองที่ใหOปรอท แคดเมียม และสังกะสี ความเขOมขOน 500  

ไมโครโมลาหK ทำใหOลดจำนวนและความยาวราก และอัตราการงอกของเมล็ด และที่สำคัญเพิ่มการ

สะสมของโพรลีนในช5วง 100-500 ไมโครกรัมต5อน้ำหนักสด นอกจากน้ีการศึกษาของ Ikram และ

คณะ (2017) ทำการศึกษาในพืชชนิด Atriplex canescens (Pursh) ดOวยการใหOโลหะหนักทองแดง

ความเขOมขOน 2,000 2,500 3,000 และ 3,500 ppm และสังกะสีความเขOมขOน 2,500 5,000 7,500 

และ 10,000 ppm พบการเพิ ่มขึ ้นของกรดอะมิโนโพรลีนสูงสุดในพืชดังกล5าว 74.45 และ 46 

มิลลิกรัมต5อกรัมน้ำหนักแหOง ในชุดการเติมทองแดง และสังกะสีตามลำดับ 

  

 
ภาพท่ี 11 ความสัมพันธKของกรดอะมิโนโพรลีนกับการเพ่ิมข้ึนของสารอนุมูลอิสระ (Kaur and Asthir, 

2015) 
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  นอกจากนี้โพรลีนยังสามารถเหนี่ยวนำใหOเกิดการสรOางสารตOานอนุมูลอิสระอื่นๆ 

ไดOแก5 กลุ5มสารกลูธาไธโอน (GSH) ซึ่งเป[นสารตั้งตOนของการสังเคราะหKของไฟโตคีเลติน (PC) ซึ่งทำ

หนOาที่กำจัดพิษของโลหะหนักอีกต5อหนึ่ง (Mehta and Gaur, 1999; Siripornadulsil et al., 2002; 

Deuschle et al., 2004; Liang et al., 2013; Amini et al., 2015) จ ึงสามารถลดความเป[นพิษ

ภายในเซลลK และการเกิดออกซิเดชั ่นของไขมัน (Ozden et al., 2009; Murmu et al., 2017) 

การศึกษาปริมาณการสะสมของโพรลีนในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวชนิด Cymbopogon flexuosus Stapf. 

เมื่อดูดซับโลหะหนักทองแดง นิกเกิล และสังกะสี ความเขOมขOน 50-500 มิลลิกรัมต5อกิโลกรัม พบว5ามี

การเพิ ่มขึ ้นของกรดอะมิโนโพรลีน และสารตOานอนุมูลอิสระ GSH ในทุกชุดการทดลองอย5างมี

นัยสำคัญ (Handique and Handique, 2009)  

 

การตอบสนองทางสรีรวิทยาของสาหร0ายขนาดเล็กต0อโลหะหนัก  

   

  สาหร5ายขนาดเล็ก (microalgae) เป[นสิ่งมีชีวิตที่สามารถสรOางอาหารเองไดOจาก

กระบวนการสังเคราะหKดOวยแสงสามารถพบไดOทั้งน้ำเค็ม และระบบนิเวศน้ำจืด และมีระบบการ

สังเคราะหKดOวยแสงที่คลOายคลึงกับพืชบก และมีความสามารถในการดูดซึมโลหะหนักและทนพิษโลหะ

หนักไดOดี จัดว5าเป[นทางเลือกหนึ่งในการบำบัดน้ำเสียที่มีปริมาณของโลหะหนักใหOนOอยลงไดO ทั้งนี้ขOอดี

ของการลดปริมาณโลหะหนักดOวยสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็ก ไดOแก5 ช5วยลดปริมาณของโลหะหนักอย5าง

รวดเร็ว (Rub et al., 2006) ประหยัดเวลาในการบำบัด เป[นมิตรกับส่ิงแวดลOอม เป[นส่ิงมีชีวิตท่ีใชOงาน

ง5าย ควบคุมปริมาณง5าย และลดปริมาณการปนเปlmอนสารพิษไดOมาก (Rub et al., 2006; Monteiro 

et al., 2012) เมื่อสาหร5ายถูกกระตุOนดOวยโลหะหนักพบว5ามีโปรตีนที่จำเพาะต5อการส5งสัญญาณจับกับ

ตัวรับของไอออนของโลหะหนัก มีการสะสมปริมาณโลหะหนักภายในส5วนประกอบของเซลลKสาหร5าย 

เช5น คลอโรพลาสตK ไมโทคอนเดรีย และแวคิลโอล ผ5านช5องทางต5างๆ เช5น ZIP transporter HMA 

ATPase (Burleigh et al., 2003; Grotz and Guerinot, 2006; Monteiro et al., 2012) และรวม

เป[นโมเลกุลเชิงซOอนเรียกว5า organometallic complex ซึ ่งจะสะสมในเซนทรัลแวคิวโอล และ

แพร5กระจายภายในไซโตพลาสซึม (Perales et al., 2006; Huiling et al., 2012; Shahab et al., 

2012; Miazek et al., 2015) โดยสาหร5ายขนาดเล็กแต5ละชนิดจะมีความสามารถในการสรOางโมเลกุล

ดังกล5าวไม5เท5ากัน ขึ้นอยู5กับโครงสรOางของสาหร5ายนั้นๆ ดOวย (Perales et al., 2006) นอกจากนี้ผล
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ของทองแดง และสังกะสีสามารถยับยั้งการสังเคราะหKโปรตีนและคารKโบไฮเดรต เพิ่มปริมาณของสาร

อนุมูลอิสระ (ROS activity) เพิ่มการออกซิเดชั่นของไขมัน (LPO) และสารกลุ5มไฟโตคีเลตินบางชนิด 

(Lim et al., 2006) ที่สำคัญมีการสะสมกรดอะมิโนโพรลีนภายในเซลลKสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็ก 

(Perales et al., 2006)  

  จากการทบทวนเอกสารของ Kumar และคณะ (2015) ศึกษาความสัมพันธKระหว5าง

ทองแดง และสังกะสีกับสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กพบว5า มีการรายงานการใชOสาหร5ายขนาดเล็กชนิด

ต 5างๆ เช 5น Chlorella vulgaris (Chu and Hashim, 2004; Afkar et al., 2010; Huiling et al., 

2012; Jakaityte et al., 2014) Scenedesmus quadricauda var quadrispina (Shahab et al. 

2012) Chlorella pyrenoidosa Chick S-39 (Saavedra et al., 2018) Dunaliella tertiolecta 

(Lim et al., 2006)  Oocystis nephrocytioides (Juneau et al., 2002) Scenedesmus 

obliquus (Din et al., 2009) Selenastrum capricornutum (Plekhanov and Chemeris, 2003; 

Afkar et al., 2010) Tetraselmis suecica (Lim et al., 2006) Zygnema sp. (Hernandez, 2016)  

เป[นโมเดลในการศึกษาการตอบสนองต5อโลหะหนัก เช5น การเจริญเติบโต ประสิทธิภาพการสังเคราะหK

แสง การเกิดสารอนุมูลอิสระ และการสะสมกรดอะมิโนโพรลีน  

  

สาหร0ายสีเขียว Chlorella vulgaris Beijerinck 

  

  สาหร5ายสีเขียวสกุล Chlorella  มีลักษณะรูปทรงกลม ไม5มีแฟลกเจลลา (flagella) 

เคลื่อนที่ไม5ไดO เป[นสาหร5ายในกลุ5มสาหร5ายสีเขียว สามารถพบไดOทั ้งน้ำจืด น้ำเค็มและน้ำกร5อย 

ส5วนประกอบของรงควัตถุของสาหร5ายเป[นสารชนิดเดียวกับที่พบในกลุ5มพืชชั้นสูง คือมี คลอโรฟ}ลลK 

เอ บี และกลุ5มแซนโธฟ}ลลK โดยมีผนังเซลลKหนาและแข็ง 3 ชั ้นโดยผนังชั ้นนอกสุดจะเป[นเมือก 

(mucilage) ประกอบดOวยกลุ5มสารพอลิเมอรK เช5น โปรตีน ทำหนOาที่ในการจับกับโลหะหรือสารพิษไดO

อย5างรวดเร็ว ผนังชั้นกลางหนาที่สุดเป[นสารกลุ5มเพคโตส ประกอบดOวยสารเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 

ส5วนผนังชั้นในสุดเป[นชั้นของเยื่อหุOมเซลลKอีกหนึ่งชั้น ภายในประกอบดOวยคลอโรพลาสตKมีลักษณะ

ต5างๆ เช5นรูปถOวย (cup-shaped) เป[นวงรอบ และมีนิวเคลียสขนาดใหญ5 1 อันภายในเซลลK อาหาร

สะสมของสาหร5ายชนิดน้ี จะสะสมในรูปของแปbงจะสะสมในส5วนของ ไพรีนอยดK ซึ่งประกอบดOวย    

อะไมเลส และอะไมเพคติน ไพรีนอยดKของสาหร5ายสีเขียวจะอยู5บนคลอโรพลาสตK เมื่อสาหร5ายมีการ
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สะสมแปbงจะมีการเปลี่ยนแปลงแปbงเป[นการสะสมไขมัน (oil droplet) ซึ่งจะกระจายอยู5ทั่วของเซลลK

ของสาหร5าย (ภาพท่ี 12) (ลัดดา, 2543; Safi et al., 2014)   

 

a                                 

b             

ภาพที่ 12 a โมเดลส5วนประกอบภายในของสาหร5ายขนาดเล็กสกุล Chlorella (Safi et al., 2014)  

b ภาพถ5ายสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris ภายใตOกลOองจุลทรรศนKแบบใชOแสง (Ramaraj 

et al., 2016) 

   

  จากการศึกษาของ Monteiro และคณะ (2012) อธิบายการจับพันธะของผนังเซลลK

ของสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Chlorella sp. กับโลหะหนักไดOหลายชนิด ทั้งแบบมีชีวิต (active 
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living) และไม5มีชีวิต (non-living) สามารถช5วยทำใหOปริมาณการปนเปlmอนของปริมาณโลหะหนัก

ลดลงอย5างมีนัยสำคัญ สอดคลOองกับการทบทวนเอกสารของ Brinza และคณะ (2007) ท่ีรายงานว5า

สาหร5ายขนาดเล็กหลายชนิดรวมถึง C. vulgaris มีความสามารถในการลดปริมาณโลหะหนัก เช5น 

สังกะสี โคบอลทK ทองแดง แมงกานีส นิกเกิล วาเลียม เหล็ก แคดเมียม ปรอท และอะลูมิเนียม 

สอดคลOองกับการรายงานของ Alam และคณะ (2014) ที่พบว5าสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella 

sp. สามารถลดปริมาณของสังกะสีไดOมากกว5า 80 % ในระยะเวลา 3 วัน และการศึกษาของ Rub 

และคณะ (2006) ท่ีพบว5าสาหร5ายชนิด C. vulgalis สามารถดูดซึมโลหะหนักไดOเร็วกว5าชุดควบคุม 

3.5 เท5าในสภาวะการนำไฟฟbาภายในเซลลK และค5ากรดเบสปกติ อย5างไรก็ตามความเขOมขOนของ

ทองแดงและสังกะสีท่ีสูงข้ึนอาจเหน่ียวนำใหOเกิดความเครียดในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด C. vulgaris ไดO 

สอดคลOองกับการศึกษาของ Hamed และคณะ (2017) ศึกษาการเจริญเติบโต สภาวะการเครียด และ

ปริมาณสารอนุมูลอิสระ จากการเลี้ยงสาหร5ายสีเขียวชนิด C. sorokiniana และ Scenedesmus 

acuminatus ดOวยความเขOมขOนของสังกะสีที่ 0.1 และ 0.6 มิลลิโมลาหK พบว5าสาหร5ายทั้งสองชนิดมี

อัตราการเติบโตที่ลดลง พิจารณาจากปริมาณของอัตราส5วนของคลอโรฟ}ลลK เอ และบี และพบว5าชนิด

ของสาหร5ายก็มีผลต5อการทนต5อโลหะหนักไดOดOวยเช5นกัน กล5าวคือสาหร5ายชนิด C. sorokiniana มี

ความทนมากกว5า S. acuminatus อย5างมีนัยสำคัญ Huiling และคณะ (2012) ศึกษาความทนของ

สาหร5ายขนาดเล็กชนิด C. vulgalis เมื่อไดOรับการเพิ่มขึ้นของทองแดง โครเมียม สังกะสี แคดเมียม 

และปรอทที่ความเขOมขOน 0.05 0.5 และ 5 ไมโครโมลาหK พบว5าที่ความเขOมขOนของโลหะหนัก 5 ไมโคร

โมลารKสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต นอกจากน้ีการศึกษาของ Kondzior และ Butarewicz (2018) 

ศึกษาความสัมพันธKของทองแดงและสังกะสี กับประสิทธิภาพการสังเคราะหKแสง ปริมาณคลอโรฟ}ลลK 

เอ บี และแคโรทีนอยดK ในสาหร5ายชนิด C. vulgalis พบว5าทองแดงและสังกะสี 0.15 และ 100 มิลลิ

โมลารK สามารถลดปริมาณ รงวัตถุที่เกี่ยวขOองกับกระบวนการสังเคราะหKดOวยแสงไดOถึงรOอยละ 67 และ 

53 ตามลำดับ 
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บทที่ 2 

อุปกรณY และวิธีการวิจัย 

 

อุปกรณY และเคร่ืองมือ 

1. เช้ือต้ังตwน 

   

  สาหร 5ายส ี เข ียวสายพันธ ุ K  Chlorella vulgaris Beyerinck. NIES ค ัดแยกจาก

หOองปฏิบัติการวิจัย The National Institute for Environmental Studies ประเทศญ่ีปุ·น  

 

2. อุปกรณY และเคร่ืองมือในการเพาะเล้ียงสาหร0ายขนาดเล็ก 

   

  2.1 ขวดรูปชมพู5ขนาด 125 มิลลิลิตร 

  2.2 เคร่ืองเขย5าสาหร5ายแบบหมุนพรOอมตัวยึด 

  2.3 หลอดไฟกำเนิดแสง 

  2.4 กระดาษอลูมิเนียม และหนังยางรัด 

  2.5 หัวเช้ือสาหร5ายในอาหารเล้ียงเช้ือ 

  2.6 stock solution ของโลหะหนักชนิดทองแดง และสังกะสี (ภาคผนวก) 

 

3. อุปกรณY และสารเคมีใชwสำหรับวิเคราะหYปริมาณโลหะหนักสะสมภายในเซลลYสาหร0ายขนาดเล็ก 

   

  3.1 หลอดหมุนเหว่ียง (centrifuge tube) แบบพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร 

  3.2 เครื ่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรK (optical mission spectrometer) ร ุ 5น iCAP 

7400, บริษัท Thermo Fisher Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  3.3 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) รุ5น Rotofix 32 A, บริษัท Hettich, ประเทศ

เยอรมัน 
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  3.4 โพแทสเซียมไนเตรทความเขOมขOน 0.9 โมลาหK (KNO3) 

  3.5 กรด เอทท ิ ล ี น ไดอะม ิ น เตตราอะซ ิ ต ิ กความ เข O มข O น  0.02 โมลาหK  

(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) 

4. อุปกรณYท่ีใชwในการวัดค0าการสังเคราะหYดwวยแสงของสาหร0ายขนาดเล็ก 

   

  4.1 หลอดหมุนเหว่ียง (centrifuge tube) แบบพลาสติกขนาด 2 มิลลิลิตร 

  4.2 เครื่อง Pulsed Amplitude Modulate Fluorometer (PAM) รุ5น Mini-PAM, 

บริษัท Walz, ประเทศเยอรมัน 

  4.3 ป}เป}ตดูดสารแบบอัตโนมัติ (autopipette) 

 

5. อุปกรณY และสารเคมีท่ีใชwในการวัดคลอโรฟ�ลลY เอ 

   

  5.1 90% อะซิโตน (acetone) 

  5.2 หลอดหมุนเหว่ียง (centrifuge tube) แบบพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร 

  5.3 ไมโครเพลต (microplate) ขนาด 96 ช5อง 

  5.4 เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรK (spectrophotometer) รุ5น V1710, บริษัท Yoke, 

ประเทศจีน 

  5.5 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) รุ5น Rotofix 32 A, บริษัท Hettich, ประเทศ

เยอรมัน 

  5.6 ป}เปตดูดสารแบบอัตโนมัติ (autopipette) 

  5.7 กระบอกตวง (cylinder) 

 

6. อุปกรณY และสารเคมีในการวัดปริมาณของอนุพันธYออกซิเจนที่ว0องไว (Relative Oxygen 

Species; ROS) 

   

  6.1 หลอดหมุนเหว่ียง (centrifuge tube) แบบพลาสติกขนาด 2 มิลลิลิตร 
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  6.2 เคร่ืองสเปคโตรฟลูออโรมิเตอรK (spectrofluorometer) รุ5น 

Spectrofluorometer FP-8200, บริษัท Jasco, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  6.3 เครื่องทำใหOเซลลKแตกดOวยคลื่นความถ่ีอัลตราโซนิก รุ5น Benchtop Ultrasonic 

Cleaners, บริษัท Crest, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  6.4 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) รุ5น Rotofix 32 A, บริษัท Hettich, ประเทศ

เยอรมัน 

  6.5 ป}เปตดูดสารแบบอัตโนมัติ (autopipette) 

  6.6 สารละลาย Tris-HCl buffer pH 7.0 (ภาคผนวก) 

  6.7 สารละลาย 5- (and -6)-carboxy-2',7'-dichlorofluorescein diacetate, 

(CDFH-DA) 

 

7. อุปกรณY และสารเคมีที ่ใชwในการวัดปริมาณของการเกิดออกซิเดชั ่นของไขมัน (Lipid 

peroxidation; LPO) 

   

  7.1 หลอดหมุนเหว่ียง (centrifuge tube) แบบพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร 

  7.2 เคร่ืองตOมน้ำแบบปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ (water bath) รุ5น Water Bath GP 20, 

บริษัทThermo Scientific Precision, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  7.3 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) รุ5น Rotofix 32 A, บริษัท Hettich, ประเทศ

เยอรมัน 

  7.4 เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรK (spectrophotometer) รุ5น V1710, บริษัท Yoke, 

ประเทศจีน 

  7.5 กรดไทรคลอโรอะซีติก 1% (thichloacetic acid; TCA) 

  7.6 กรดไทโอบาบิทูริก 0.1% (thiobarbituric acid; TBA) 

  7.7 บูทีเรท ไฮดรอกซีทูลูอิน 0.05% (butyrated hydroxytoluene; BHT) 
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8. อุปกรณY และสารเคมีท่ีใชwในการศึกษาปริมาณของกรดอะมิโนโพรลีน 

   

  8.1 หลอดหมุนเหว่ียง (centrifuge tube) แบบพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร  

  8.2 เคร่ืองตOมน้ำแบบปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ (water bath) รุ5น Water Bath GP 20, 

บริษัท Thermo Scientific Precision, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  8.3 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) รุ5น Rotofix 32 A, บริษัท Hettich, ประเทศ

เยอรมัน 

  8.4 เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรK (spectrophotometer) รุ5น V1710, บริษัท Yoke, 

ประเทศจีน 

  8.5 ตูOดูดควัน 

  8.6 ป}เปตดูดสารแบบอัตโนมัติ (autopipette) 

  8.7 หลอดแกOวขนาด 15 มิลลิลิตร 

  8.8 เครื่องทำใหOเซลลKแตกดOวยคลื่นความถ่ีอัลตราโซนิก รุ5น Benchtop Ultrasonic 

Cleaners, บริษัท Crest, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  8.9 กรดซัลโฟซาลิไซลิก 3% (v/v) (sulfosalicylic acid)  

  8.10 สารผสมของกรดนินไฮดริน (ninhydrin mixture) 

  8.11 สารละลายโทลูอิน (toluene)  
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9. สูตรอาหารเล้ียงเช้ือ Jaworski’s Medium (JM) (Schlösser, 1982) 

   

  Ca(NO3)2.4H2O    2.0 กรัมต5อลิตร 

  KH2PO4     1.24 กรัมต5อลิตร 

  MgSO4.7H2O    5.0 กรัมต5อลิตร 

  NaHCO3    1.59 กรัมต5อลิตร 

  EDTA Fe Na    0.225 กรัมต5อลิตร 

  EDTA Na2    0.225 กรัมต5อลิตร 

  H3BO3     0.248 กรัมต5อลิตร 

  MnCl2.4H2O    0.139 กรัมต5อลิตร 

  (NH4)6Mo7O24.4H2O   0.1 กรัมต5อลิตร 

  Vitamin B12    0.004 กรัมต5อลิตร 

  Thiamine HCl (Vitamin B1)  0.004 กรัมต5อลิตร 

  Biotin     0.004 กรัมต5อลิตร 

  NaNO3     8.0 กรัมต5อลิตร 

  Na2HPO4.12H2O   3.6 กรัมต5อลิตร 

 

ปรับปริมาตรดOวยน้ำกล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  ปรับ pH เท5ากับ 7.0 ดOวย 0.1 นอรKมอล KOH 
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วิธีการทำการทดลอง   

1. การเตรียมหัวเช้ือต้ังตwนของสาหร0ายขนาดเล็ก Chlorella vulgaris 

   

  1.1 เตรียมเชื้อตั้งตOนโดยใชOสาหร5ายขนาดเล็กสายพันธุKเดี่ยวจากหOองปฏิบัติการ มา

ขยายใหOไดOปริมาณมากเพียงพอต5อการเป[นหัวเชื้อโดยการถ5ายเชื้อลงในอาหารเหลวชนิด JM สำหรับ

การเล้ียงสาหร5าย    

  1.2 นำสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กจากหัวเชื้อลงในขวดรูปชมพู5ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ี

บรรจุดOวยอาหารเลี้ยงสาหร5ายสีเขียวชนิด Jawordski’s medium (JM) ผ5านการฆ5าเชื้อ ปรับพีเอช 

7.5-8.0 (Chu and Hashim, 2004; Afkar et al., 2010) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร และวางไวOบนเคร่ือง

เขย5าอัตโนมัติ (shaker) ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ภายใตOแสงสีขาวจากหลอดไฟฟลูออเรสเซนตK ท่ี

ความเขOมแสง 25 ไมโครโมลต5อตารางเมตรต5อวินาที อุณหภูมิ 24- 27 องศาเซลเซียส (Lim et al., 

2006) ระยะเวลาใหOแสง 16 ช่ัวโมง/วัน (04.00-22.00) 

 

2. ข้ันตอนการทดลอง 

2.1 การเตรียมสารละลายโลหะหนัก 

   

  เตรียม Stock solution ของโลหะหนัก โดยตัวแทนของ ทองแดง (Cu) ใชOสารคอป

เปอรK (ll) ซัลเฟต (CuSO4.5H2O, มวลโมเลกุล= 159.109 กรัมต5อโมล) และใชOซิงคKคลอไรดK (ZnCl2, 

มวลโมเลกุล = 136.315 กรัมต5อโมล) เป[นตัวแทนของ สังกะสี (Zn) เตรียมที่ความเขOมขOนของสาร 1 

โมลาหK 

 

2.2 วิธีการทดลอง 

   

  เติมหัวเชื้อสาหร5าย Chlorella vulgaris โดยใหOมีค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 665 นาโนเมตร เริ่มตOนเท5ากับ 0.50 ซึ่งใชOหัวเชื้อประมาณ 20 มิลลิลิตร เติมสารละลายโลหะ

หนักทองแดง และสังกะสี ในระยะ exponential (วันที่ 7-8 ของการทดลอง) โดยแบ5งการทดลอง

ออกเป[น 9 ชุดการทดลอง โดยในแต5ละชุดการทดลองมี 3 ซ้ำ  
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ตาราง 3 ชุดการทดลองการเติมโลหะหนักทองแดง และสังกะสี ในอาหารเล้ียงเช้ือสาหร5ายขนาดเล็ก  

 

ชุดทดลอง ชุดการทดลอง 

ชุดควบคุม C. vulgaris + JM 

2 C. vulgaris + JM + สังกะสี 125 ไมโครโมลาหK  

3 C. vulgaris + JM + สังกะสี 250 ไมโครโมลาหK 

4 C. vulgaris + JM + สังกะสี 500 ไมโครโมลาหK 

5 C. vulgaris + JM + สังกะสี 1,000 ไมโครโมลาหK 

6 C. vulgaris + JM + ทองแดง 125 ไมโครโมลาหK 

7 C. vulgaris + JM + ทองแดง 250 ไมโครโมลาหK 

8 C. vulgaris + JM + ทองแดง 500 ไมโครโมลาหK 

9 C. vulgaris + JM + ทองแดง 1,000 ไมโครโมลาหK 

 

2.3 การวัดปริมาณของทองแดงและสังกะสีสะสมในเซลลYสาหร0ายขนาดเล็ก 

  

  ทำการศึกษาดOวยการเก็บตัวอย5างสาหร5ายในช่ัวโมงท่ี 0 (เร่ิมตOน) วันท่ี 5 (ส้ินสุด) วัด

ปริมาณของของทองแดงและสังกะสี ดัดแปลงจาก Franklin และคณะ (2003) และ Grima และคณะ 

(2003) ดOวยเครื ่องมือ Inductively Couple Plasma-Optical Emission Spectrometer (ICP – 

OES)  ดูดตัวอย5างสาหร5ายปริมาตร 80 มิลลิลิตร และนำไปหมุนเหวี่ยงที่ 3,000 รอบต5อนาที เป[น

เวลา 10 นาที ทำการทิ้งสารละลายส5วนใส เติมกรดโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ความเขOมขOน 0.90 

โมลาหK 2 มิลลิลิตร และ EDTA 0.02 โมลาหK 1 มิลลิลิตร และทำการย5อยเป[นเวลา 24 ชั่วโมง และนำ

วิเคราะหKตัวอย5าง ณ หOองปฏิบัติการกลางวิทยาศาสตรK หน5วยเครื ่องมือ คณะวิทยาศาสตรK 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรK และนำค5ามาคำนวณเป[นอัตราส5วนต5อปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ   
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2.4 การวัดค0าประสิทธิภาพการสังเคราะหYดwวยแสง 

   

  วัดค5าประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสงที ่ชั ่วโมงที ่ 0 6 12 วันที ่ 3 และ 5 

ตามลำดับ ดูดตัวอย5างสาหร5ายปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใส5ในหลอดหมุนเหวี่ยงขนาดปริมาตร 2 

ม ิลล ิล ิตรว ัดค 5าประส ิทธ ิภาพการส ังเคราะห Kด Oวยแสงด Oวย Pulsed Amplitude Modulate 

Fluorometer โดยว ัดค 5 า  Effective Quantum Yield (ɸPSII) และ ค 5 า  Maximum Quantum 

Yield (Fv/Fm) ค5าที่ไดOสามารถใชOเป[นค5ากะประมาณอัตราการถ5ายทอดอิเล็กตรอนจากระบบแสงท่ี

สอง และตัวช้ีวัดความเสียหายของระบบแสงไดOตามลำดับ 

 

2.5 การวัดปริมาณของคลอโรฟ�ลลY เอ  

   

  คลอโรฟ}ลลK เอ เป[นค5าพารามิเตอรKซึ่งสามารถใชOเป[นค5ากะประมาณมวลชีวภาพของ

สาหร5ายขนาดเล็กไดO วิเคราะหKปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Wintermans และ 

De Mots (1965) เก็บตัวอย5างสาหร5ายในชั่วโมงที่ 0 (เริ่มตOน) เปรียบเทียบกับวันท่ี 5 (สิ้นสุด) ดูด

สาหร5ายปริมาตร 5 มิลลิลิตรและนำไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 3,000 รอบต5อนาทีเป[นเวลา 10 นาทีท้ิง

สารละลายใส เติมสารละลาย อะซิโตน 90% (acetone) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทำการเขย5าใหOเขOากัน 

ทิ้งไวOที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และมืดเป[นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอน

เป[นเวลา 5 นาที คัดนำส5วนใสนำไปวัดค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 630 645 665 และ 750 

นาโนเมตร จากนั้นนำไปคำนวณหาปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ หน5วย มิลลิกรัมต5อลิตร จากสมการ 

(Saijo, 1975) 

  

ปริมาณของคลอรฟ}ลลK เอ (มิลลิกรัมต5อลิตร)  =    11.6(A6645) -0.14(A630) -1.31(A645) x 1,000  

                                                     ปริมาตรของสาหร5ายตัวอย5าง(มิลลิลิตร)  
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2.6 การวัดปริมาณของอนุพันธYออกซิเจนที่ว0องไวในสาหร0ายขนาดเล็ก (Relative Oxygen 

Species; ROS) 

   

  เริ ่มเก็บตัวอย5างสาหร5ายเปรียบเทียบระหว5างชั ่วโมงที่ 0 (เริ ่มตOน) และวันที่ 5 

(สิ ้นสุด) วิเคราะหKปริมาณ reactive oxygen species โดยดัดแปลงจากวิธีของ Sun และคณะ 

(2006) ดูดตัวอย5างสาหร5ายปริมาตร 5 มิลลิลิตรและนำไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 3,000 รอบต5อนาที

เป[นเวลา 10 นาที ทิ้งสารละลายใส เติม บัฟเฟอรK Tris-HCl ความเขOมขOน 50 มิลลิโมลาหK พีเอช 7.0 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทำใหOเซลลKแตกเป[นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นนำไปหมุนเหวี่ยงเป[นเวลา 5 นาที 

นำส5วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย CDFH-DA 2 มิลลิโมลาหKปริมาตร 10 ไมโครลิตรทิ้งไวO

ในที่มืด 10-15 นาที และนำไปวัดค5าการเรืองแสงดOวยเครื่องสเปคโตรฟลูออโรมิเตอรK ค5าการกระตุOน 

(excitation) 488 นาโนเมตร และค5าปลดปล5อย (emission) ที่ 525 นาโนเมตร จากนั้นนำค5ามา

คำนวณเป[นอัตราส5วนต5อปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ   

   

2.6 การวัดปริมาณของการเกิดออกซิเดช่ันของไขมัน (Lipid peroxidation; LPO) 

   

  เริ ่มเก็บตัวอย5างสาหร5ายเปรียบเทียบระหว5างชั ่วโมงที่ 0 (เริ ่มตOน) และวันที่ 5 

(สิ้นสุด) วิเคราะหKการเกิดออกซิเดชั่นของไขมันโดยดัดแปลงจากวิธีของ Senevirathne และคณะ 

(2006) ดูดตัวอย5างสาหร5ายปริมาตร 10 มิลลิลิตรและนำไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 3,000 รอบต5อนาที

เป[นเวลา 10 นาทีทิ ้งสารละลายใส เติมสารละลายกรดไตรโคอะซิติก 1% (Trichloacetic acid) 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตรทิ้งไวO 5 นาที หลังจากนั้นนำไปทำใหOเซลลKแตก นำไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 3,000 

รอบต5อนาทีเป[นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายกรดไทโอบาบิ

ทูร ิก 0.1% (thiobarbituric acid) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ 0.05% บูติเรทไฮดรอกซีโทลูอีน

(butyreted hydroxytoluene) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมเขOาดOวยกัน นำไปตOมในน้ำเดือดเป[นเวลา 

45 นาที และแช5น้ำแข็งทันที เป[นเวลา 10 นาที ท้ิงไวOท่ีอุณหภูมิหOอง และนำไปวัดค5าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 532 และ 600 นาโนเมตร จากนั้นนำไปคำนวณปริมาณของกรดมัลลอนอัลดีไฮดK 

(malondialdehyde, MDA) จากสมการ (Senevirathne  et al. , 2006) และนำค5ามาคำนวณเป[น

อัตราส5วนต5อปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ   
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ปริมาณ  MDA (มิลลิโมลต5อลิตร)  =    
[ OD532-OD600]

115 ×103
 

 

2.7 การวัดปริมาณกรดอะมิโนโพรลีน 

   

  ทำการศึกษาดOวยการเก็บตัวอย5างสาหร5ายที่ชั่วโมงที่ 0 6 12 (วันที่ 0) วันที่ 3 และ 

5 ตามลำดับ วัดปริมาณของกรดอะมิโนโพรลีนโดยดัดแปลงจากวิธีของ Bate และคณะ (1973) ดูด

ตัวอย5างสาหร5ายปริมาตร 10 มิลลิลิตรและนำไปหมุนเหวี่ยงที่ 3,000 รอบต5อนาที เป[นเวลา 10 นาที 

ทำการทิ้งส5วนใส จากนั้นเติมสารละลายกรดซัลโฟซาลิซิลิก  3% (sulfosalicylic acid) ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร จากนั้นทำใหOเซลลKแตกและนำไปหมุนเหวี่ยงเพื่อเก็บสารละลายใสแยกไวOในหลอดแกOว เติม

สารละลายผสมของนินไฮดริน (ninhydrin mixture) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นำไปตOมที่อุณหภูมิ 85 

องศาเซลเซียสเป[นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำสารละลายดังกล5าวแช5ไวOในน้ำแข็ง 15 นาที และ

เติมสารโทลูอีน (toluene) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรจะไดOชั้นสารละลายสีชมพูอ5อน และนำชั้นดังกล5าวไป

วัดค5าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตรและนำมาเทียบปริมาณของกรดอะมิโนโพรลีนจาก

สารมาตรฐาน (proline standard) และนำค5ามาคำนวณเป[นอัตราส5วนต5อปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ   

    

2.8 การทดสอบทางสถิติ 

   

  ทำการทดสอบผลการศึกษาทางสถิต ิด Oวยโปรแกรม STATISTICA Academic 

(StatSoft Inc., 2011) ดำเนินการจัดรูปแบบการกระจายขOอมูลแบบปกติ ศึกษาอิทธิพลของโลหะ

หนักทองแดง และสังกะสี ต5อสาหร5ายขนาดเล็ก และเวลาการเพาะเลี ้ยง จากการทดลองวัดค5า

ประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสง และการศึกษาปริมาณของกรดอะมิโนโพรลีนที่เกิดขึ้น ดOวยวิธี 

repeated ANOVA และ ANCOVA (Woodrow, 2014) ผลของการสะสมโลหะหนักภายในเซลลK

สาหร5ายขนาดเล็ก ปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ ปริมาณของอนุพันธKของออกซิเจนที่ว5องไวในสาหร5าย

ขนาดเล็ก และปริมาณของการเกิดออกซิเดชั ่นของไขมัน ทำการทดสอบสถิติดOวยวิธี one-way 

ANOVA ท่ีระดับนัยสำคัญทางสถิติ 0.05 
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ภาพท่ี 13 แผนภาพสรุปวิธีการทดลองของการเพาะเลี ้ยงสาหร5ายขนาดเล็กโดยเติมโลหะหนัก

ทองแดง และสังกะสีท่ีความเขOมขOนต5างๆ 

 

วัดปริมาณของทองแดงและสังกะสสีะสมในเซลลK 

วัดค5าประสทิธิภาพการสงัเคราะหKดOวยแสง 

วัดปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ 

วัดปริมาณของอนุพันธKออกซเิจนที่ว5องไว 

วัดปริมาณของการเกิดออกซิเดช่ันของไขมัน 

วัดปริมาณกรดอะมิโนโพรลีน 

เริ่มตOน (ช่ัวโมงที่ 0) 

วัดค5าประสทิธิภาพการสงัเคราะหKดOวยแสง 

วัดปริมาณกรดอะมิโนโพรลีน 
ช่ัวโมงที่ 6 

วัดค5าประสทิธิภาพการสงัเคราะหKดOวยแสง 

วัดปริมาณกรดอะมิโนโพรลีน 
ช่ัวโมงที่ 12 

วัดค5าประสทิธิภาพการสงัเคราะหKดOวยแสง 

วัดปริมาณกรดอะมิโนโพรลีน 
ช่ัวโมงที่ 96    

(วันที่ 3) 

  

วัดปริมาณของทองแดงและสังกะสสีะสมในเซลลK 

วัดค5าประสทิธิภาพการสงัเคราะหKดOวยแสง 

วัดปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ 

วัดปริมาณของอนุพันธKออกซเิจนที่ว5องไว 

วัดปริมาณของการเกิดออกซิเดช่ันของไขมัน 

วัดปริมาณกรดอะมิโนโพรลีน 

 

ช่ัวโมงที่ 120   

(วันที่ 5) 
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บทที่ 3 

ผลการศึกษา 

 

1. การวิเคราะหYคุณลักษณะท่ัวไปของชุดการทดลอง 

   

  จากการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีบางประการของสาหร5าย 

Chlorella vulgaris ในอาหารเล้ียงเช้ือเปรียบเทียบระหว5างก5อนและหลังการเติมทองแดงและสังกะสี 

เมื่อสังเกตสีของของเหลวแต5ละชุดการทดลองมีความแตกต5างกันทั้งชนิด และความเขOมขOนของโลหะ

หนักที่เติมในอาหารเล้ียงเชื้อ พบว5าชุดการทดลองเติมทองแดงจะมีสีเขียวอ5อนลงมากขึ้นเมื่อมีความ

เขOมขOนของทองแดงมากขึ้น ต5างจากชุดการทดลองเติมสังกะสีพบว5ามีสีเขียวเมื่อเทียบกับชุดอาหาร

เลี้ยงเชื้อมาตรฐาน JM media (ภาพที่ 14) ไม5มีกลิ่น มีค5าการนำไฟฟbาระหว5าง 30.2-37.3 (ชุดเติม

ทองแดง) 32.2-37.1 (ชุดเติมสังกะสี) มิลลิโวลลK และมีค5าเป[นกรดเบสช5วง 6.70-7.05 (ชุดเติม

ทองแดง) 7.15-7.65 (ชุดเติมสังกะสี) แต5อย5างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบค5าการนำไฟฟbา ความเป[นกรด

เบส และความเค็ม พบว5าทั้งชุดเติมทองแดงและสังกะสีมีความแตกต5างกันอย5างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบ

กับชุดควบคุม  (p<0.05, one way ANOVA) (ตาราง 4) 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารเลี้ยงเชื้อ    ทองแดง 125 µM  ทองแดง 250 µM ทองแดง 500 µM   ทองแดง 1,000 µM 

  + สาหร5าย 

อาหารเลี้ยงเชื้อ   อาหารเลี้ยงเชื้อ    สงักะสี 125 µM   สังกะสี 250 µM   สังกะสี 500 µM     สังกะสี 1,000 µM 

  + สาหร5าย 

 

ภาพที่ 14  ชุดการทดลองเติมโลหะหนักทองแดง และสังกะสี ความเขOมขOนต5างๆ เมื่อผ5านไป 5 วัน

หลังการเติมโลหะหนักเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  

 

ตาราง 4 คุณภาพน้ำทางดOานกายภาพและเคมีบางประการของชุดการทดลองเติมโลหะหนักทองแดง

และสังกะสี เมื่อผ5านไป 5 วันหลังการเติมโลหะหนักเปรียบเทียบกับชุดอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน JM 

(n=12; ค5าเฉล่ีย±SE)  

หมายเหตุ ตัวอักษร แทนความแตกต5างของชุดขOอมูลเมื่อเทียบกับสถิติ one-way ANOVA, α = 

0.05   

สมบัติของน้ำตัวอย0าง 
สูตรอาหาร JM 

 ชุดควบคุม 

ชุดการทดลองเติม

สังกะสี 

ชุดการทดลองเติม

ทองแดง 

สีของน้ำ เขียวเขOม เขียว เหลืองอ5อน 

กล่ิน ไม5มี ไม5มี ไม5มี 

ความเป[นกรด-เบส 7.78±0.03a 7.26±0.03ab 6.97±0.12b 

ค5าการนำไฟฟbา (mV) 

ความเค็ม (ppm) 

21.33±0.41a 

242±0.17a 

35.83±0.36b 

271±0.93b 

33.43±0.87b 

281±3.43c 
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2. การศึกษาปริมาณของทองแดงและสังกะสีสะสมในเซลลYสาหร0ายขนาดเล็ก 

   

  จากการศึกษาพบว5าสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris มีการสะสม

โลหะหนักทองแดง และสังกะสีภายในเซลลKแปรผันตามความเขOมขOนของโลหะหนักอย5างมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ (p<0.05, one-way ANOVA, ภาพท่ี 15) การสะสมปริมาณทองแดงเพิ ่มขึ ้นในชุดการ

ทดลองเติมทองแดงความเขOมขOน 500 ไมโครโมลาหK และ 1,000 ไมโครโมลาหK เมื ่อเทียบกับชุด

ควบคุมอย5างมีนัยสำคัญ (p<0.05, LSD test) แต5จากการพิจารณาพบว5าการสะสมของโลหะหนัก

ทองแดง ไม5ส5งผลต5อการดูดซึมโลหะหนักของสังกะสีแต5อย5างใด จากภาพที่ 15a พบว5าเมื่อชุดการเติม

ทองแดงมากขึ้นไม5ส5งผลต5อการสะสมของสังกะสี ในทิศทางเดียวกันการเพิ่มขึ้นของการสะสมสังกะสี

ภายในเซลลKสาหร5ายเพ่ิมมากข้ึนและแปรผันตามความเขOมขOนของสังกะสีท่ีใหOอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(p<0.05, one-way ANOVA, ภาพที่ 15) การสะสมของสังกะสีเพิ่มขึ้นในชุดการเติมสังกะสีความ

เขOมขOน 500 ไมโครโมลาหK และ 1,000 ไมโครโมลาหK เมื ่อเทียบกับชุดควบคุมอย5างมีนัยสำคัญ 

(p<0.05, LSD test) แต5ที่น5าสนใจพบว5าชุดการทดลองเติมสังกะสี 1,000 ไมโครโมลาหKเหนี่ยวนำการ

ดูดซึมของทองแดงเพ่ิมข้ึนอย5างมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ภาพท่ี 15b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. 
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b. 

 
ภาพที่ 15 การสะสมโลหะหนักทองแดงและสังกะสี ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris 

เมื่อเติมโลหะหนักทองแดงหรือสังกะสีในความเขOมขOนต5างๆ a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทน

ชุดการเติมสังกะสี หลังการทดลองผ5านไป 5 วันเมื ่อเทียบกับปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ (n=3, 

ค5าเฉล่ีย±SE)  

หมายเหตุ ตัวอักษร แทนความแตกต5างของชุดขOอมูลเม่ือเทียบกับสถิติ LSD test ,α = 0.05   
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3. การศึกษาประสิทธิภาพการสังเคราะหYดwวยแสงของสาหร0ายขนาดเล็ก 

 

  เมื่อทำการศึกษาประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสง ณ ชั่วโมงที่ 0 6 12 (วันที่ 0) 

วันที่ 3 และวันที่ 5 ของการทดลอง พบว5าปฏิสัมพันธKของเวลาและความเขOมขOนของโลหะหนักส5งผล

ต5อประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสงของสาหร5ายขนาดเล็ก (ภาพที่ 16 – 17) จากการศึกษาพบว5า

ค5าความสามารถในการสังเคราะหKดOวยแสงสูงสุดในระบบแสงที่ 2 (maximum quantum yield of 

photosystem II, Fv/Fm) ในชุดการทดลองเติมทองแดง และสังกะสีพบว5ามีค5าลดลงเมื่อเพิ่มความ

เขOมขOนของโลหะหนักเปรียบเทียบกับชุดควบคุมอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05, repeated 

ANOVA, ภาพที่ 16) แต5เมื ่อทดสอบความแตกต5างของการถดถอยดOวยสถิติ ANCOVA พบว5าไม5มี

ความแตกต5างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหว5างชุดการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบการจับคู5พหุคูณพบว5า 

ชุดที่เติมทองแดง (ความเขOมขOน 500 และ 1,000 ไมโครโมลาหK) และสังกะสีมีค5าลดลงจากชุดควบคุม

ตั้งแต5 วันที่ 3 เป[นตOนไป (p<0.05, LSD test) และเมื่อสิ้นสุดการทดลอง (วันที่ 5) พบว5าชุดการ

ทดลองเติมทองแดงทุกความเขOมขOน มีค5า Fv/Fm ต่ำกว5าชุดควบคุม (p<0.05, LSD test) จากภาพ 

16a และยังพบว5าในวันที่ 5 ของการทดลอง ชุดการทดลองเติมทองแดง 500 และ 1,000 ไมโครโม

ลาหK มีค5า Fv/Fm ต่ำที่สุด (รOอยละ 55 เทียบกับชุดควบคุม) และชุดการทดลองที่เติมสังกะสีพบว5าค5า

ของ Fv/Fm มีค5าลดลงอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ ณ วันที่ 3 เป[นตOนไป เมื่อสิ้นสุดการทดลอง (วันที่ 5) 

ไม5พบความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญระหว5างความเขOมขOนของสังกะสี (รOอยละ 57 เทียบกับชุดควบคุม) 

(ภาพท่ี 16b) 
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ภาพท่ี 16  ค5าความสามารถในการสังเคราะหKดOวยแสงสูงสุดในระบบแสงท่ี 2 (maximum quantum 

yield, Fv/Fm) ของสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris เมื่อเติมโลหะหนักที่ความเขOมขOน

ต5างกัน a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทนชุดการเติมสังกะสี ณ ชั่วโมงที่ 0 6 12 (วันที่ 0) วันท่ี 

3 และวันท่ี 5 หลังการเติมโลหะหนัก (n=3, ค5าเฉล่ีย±SE)  

 

  เม่ือศึกษาค5าประสิทธิภาพของการสังเคราะหKดOวยแสงของระบบแสงท่ี 2  (effective 

quantum yield of photosystem II, ɸPSII) ในชุดการทดลองที่เติมทองแดงและสังกะสีพบว5ามีค5า 

ɸPSII ลดลงเปรียบเทียบกับชุดควบคุมเมื่อเพิ่มความเขOมขOนของโลหะหนักอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(p<0.05, repeated ANOVA, ภาพที ่ 17) แต5เมื ่อทดสอบดOวยสถิติ ANCOVA พบว5าไม5มีความ

แตกต5างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหว5างชุดการทดลอง ค5า ɸPSII มีการเปลี่ยนแปลงสอดคลOองกับ

ค5า Fv/Fm นั่นคือคือมีการลดลงอย5างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (p<0.05, LSD test) จาก

ภาพ 17a พบว5าค5า ɸPSII ชุดการเติมทองแดงทุกความเขOมขOนมีค5าลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุมอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเวลาผ5านไป 3 วัน (72 ชั่วโมง) (p<0.05, LSD test) ต5างจากชุด

ที่เติมสังกะสีที่มีการลดลงของค5า ɸPSII ณ ชั่วโมงที่ 12 (วันที่ 0) เป[นตOนไปซึ่งมีความต5างกับชุด

ควบคุมอย5างมีนัยสำคัญ (p<0.05, LSD test) (ภาพที่ 17b) และ ณ วันสิ ้นสุดการทดลองพบว5า

ค5าเฉลี่ยของ ɸPSII ทั้งชุดที่เติมทองแดง และสังกะสีมีค5าลดลงรOอยละ 52.09 และ 47.75 ตามลำดับ 

เม่ือเทียบกับชุดควบคุม 
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ภาพที่ 17  ค5าประสิทธิภาพของการสังเคราะหKดOวยแสงของระบบแสงที่ 2 (effective quantum 

yield of photosystem II, ɸPSII) ของสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris เมื่อเติมโลหะ

หนักที่ความเขOมขOนต5างกัน a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทนชุดการเติมสังกะสี ณ ชั่วโมงที่ 0 6 

12 (วันท่ี 0) วันท่ี 3 และวันท่ี 5 หลังการเติมโลหะหนัก (n=3, ค5าเฉล่ีย±SE)  

 

4. การศึกษาปริมาณของคลอโรฟ�ลลY เอ 

  

  จากการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ ของสาหร5ายขนาดเล็กชนิด 

Chlorella vulgaris ระหว5างก5อนและหลังการทดลองพบว5า เมื ่อสิ ้นสุดการการทดลองพบว5าชุด

ควบคุมมีปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ เพิ่มขึ้น 195 ± 33 % แต5ปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ ในชุดการเติม

โลหะหนักทั้งทองแดงและสังกะสีลดลงอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ภาพที่ 18) โดยชุดการทดลองเติม

ทองแดงหรือสังกะสีมีปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ ลดลงแปรผันตามความเขOมขOนและมีความแตกต5างจาก

ชุดควบคุมอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05, one-way ANOVA) จากการวิเคราะหKจับคู5พหุคูณ 

พบว5าชุดการทดลองเติมโลหะหนักทองแดงหรือสังกะสีทุกความเขOมขOนมีปริมาณคลอโรฟ}ลลKลดลงต5าง

จากชุดควบคุมอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05, LSD test) แต5ที่ความเขOมขOน 500 และ 1,000  

ไมโครโมลาหKพบปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ ลดลงเหลือเพียงรOอยละ 35.93 และ 24.65 ในชุดการเติม

ทองแดงรOอยละ 56.67 และ 44.24 ในชุดเติมสังกะสี เม่ือเทียบกับวันเร่ิมตOนการทดลอง  
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ภาพที่ 18 เปอรKเซ็นตKของปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ ในวันที่ 5 (สิ้นสุดการทดลอง) เทียบกับวันที่ 0 

(เริ ่มตOนการทดลอง) ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris หลังจากการเติมโลหะหนัก

ทองแดง และสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ (n=3, ค5าเฉล่ีย±SE)  

หมายเหตุ ตัวอักษร แทนความแตกต5างของชุดขOอมูลเม่ือเทียบกับสถิติ LSD test ,α = 0.05   

 

5. การศึกษาปริมาณอนุพันธYออกซิเจนท่ีว0องไว (Reactive Oxygen Species) 

 

  จากการวิเคราะหKเปอรKเซ็นตKการสะสมอนุพันธKออกซิเจนที่ว5องไว (total reactive 

oxygen species, ROS) ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris เมื่อเทียบกับวันเริ่มตOนการ

ทดลอง (วันที่ 0) พบว5ามีความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติระหว5างชุดการทดลอง (p<0.05, 

one-way ANOVA, ภาพที่ 19) จากการจับคู5พหุคูณพบว5าชุดการเติมทองแดงความเขOมขOน 1,000  

ไมโครโมลาหK (ปริมาณ ROS รOอยละ 534.12 เทียบกับวันที่ 0) ทำใหOสาหร5ายสะสมอนุพันธKออกซิเจน

ที่ว5องไวเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับชุดอาหารมาตรฐาน (รOอยละ 140.23 เทียบกับวันที่ 0) (p<0.05, LSD 

test) แต5ไม5พบความแตกต5างระหว5างชุดการทดลองเติมสังกะสี 
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ภาพที่ 19 เปอรKเซ็นตKของการสะสมอนุพันธKออกซิเจนที่ว5องไว (total reactive oxygen species, 

ROS) ในวันที่ 5 (สิ้นสุดการทดลอง) เทียบกับวันที่ 0 (เริ่มตOนการทดลอง) ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด 

Chlorella vulgaris หลังจากการเติมโลหะหนักทองแดงและสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ (n=3, 

ค5าเฉล่ีย±SE)  

หมายเหตุ ตัวอักษร แทนความแตกต5างของชุดขOอมูลเม่ือเทียบกับสถิติ LSD test ,α = 0.05   

 

6. การศึกษาการเกิดออกซิเดช่ันของไขมัน 

 

  วัดปริมาณการเพิ่มขึ้นของกรดมัลลอนอัลดีไฮดK (malonaldehyde acid, MDA) ซ่ึง

เป[นสารที่เกิดขึ้นในกระบวนการออกซิเดชั่นของไขมัน พบว5ารOอยละการเพิ่มขึ้นของการเกิดออกซิ-

เดชั่นของไขมัน (total lipid peroxidation, LPO) ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris 

เมื่อเทียบกับวันเริ่มตOนการทดลอง (วันที่ 0) มีความแตกต5างระหว5างชุดการทดลอง (p<0.05, one-

way ANOVA, ภาพที่ 20) โดยจากการจับคู5พหุคูณพบว5าชุดการทดลองเติมทองแดงความเขOมขOน 250 

500 และ 1,000 ไมโครโมลาหK และชุดการทดลองที่เติมสังกะสีความเขOมขOน 500 และ 1,000 ไมโคร

โมลาหKมีปริมาณ MDA เพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับชุดควบคุมอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
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ภาพที่ 20 เปอรKเซ็นตKการสะสมกรดมัลลอนอัลดีไฮดK (malonaldehyde acid, MDA) ในวันที่ 5 

(สิ ้นสุดการทดลอง) เทียบกับวันที่ 0 (เริ ่มตOนการทดลอง) ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella 

vulgaris หลังจากการเติมโลหะหนักทองแดงและสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ (n=3, ค5าเฉล่ีย±SE)  

หมายเหตุ ตัวอักษร แทนความแตกต5างของชุดขOอมูลเม่ือเทียบกับสถิติ LSD test ,α = 0.05   
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7. การศึกษาปริมาณของกรดอะมิโนโพรลีน 

 

  ปริมาณกรดอะมิโนโพรลีนมีการแปรผันขึ้นอยูกับความเขOมขOนของโลหะหนักและ

เวลาในการเพาะเลี้ยงสาหร5ายรวมถึงปฏิสัมพันธKระหว5างทั้งสองป©จจัย (p<0.05, repeated ANOVA, 

ภาพที่ 21) ถึงแมOว5าปริมาณโพรลีนในชุดควบคุมจะมีความผันแปรค5อนขOางสูง จากการวิเคราะหKความ

แปรปรวนร5วม (analysis of covariance) ยังพบความแตกต5างระหว5างโลหะหนักความเขOมขOน

แตกต5างกัน (p<0.05, ANCOVA) โดยภาพรวมพบว5าชุดการทดลองที่ใหOทองแดงมีการเพิ่มขึ้นของ

กรดอะมิโมโพรลีนมากกว5าชุดการทดลองที่ใหOสังกะสี จากการจับคู5พหุคูณพบว5าชุดการทดลองใหO

ทองแดงทุกความเขOมขOนมีปริมาณโพรลีนเพิ่มขึ้นอย5างมีนัยสำคัญตั้งแต5ชั่วโมง 6 (วันที่ 0) เป[นตOนไป 

(p<0.05, LSD test, ภาพที่ 21a) ต5างจากชุดที่ใหOสังกะสีท่ี ณ ชั่วโมงที่ 6 พบการเพิ่มขึ้นของกรด 

อะมิโนโพรลีนที่ความเขOมขOน 1,000 ไมโครโมลาหKเท5านั้น ที่ (p<0.05, LSD test, ภาพที่ 21b) แต5

อย5างไรก็ตามทั้งชุดการเติมทองแดงและสังกะสี พบว5า ณ วันที่ 5 (สิ้นสุดการทดลอง) ความเขOมขOน 

500 และ 1,000 ไมโครโมลาหKมีปริมาณโพรลีนใกลOเคียงกันและยังคงสูงกว5าชุดควบคุม (p<0.05, LSD 

test)  

 
ภาพที่ 21  ปริมาณกรดอะมิโนโพรลีนเปรียบกับกับปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ ของสาหร5ายขนาดเล็ก

ชนิด Chlorella vulgaris เมื่อเติมโลหะหนักท่ีความเขOมขOนต5างกัน ณ ชั่วโมงท่ี 0 6 12 (วันท่ี 0) วันท่ี 

3 และวันที่ 5 หลังการเติมโลหะหนัก a แทนชุดการเติมทองแดง และ b แทนชุดการเติมสังกะสี 

(n=3, ค5าเฉล่ีย±SE)  
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บทที่ 4 

อภิปรายผลการศึกษา 

 

1. อภิปรายผลการศึกษา 

 

การสะสมโลหะหนักในสาหร0าย Chlorella vulgaris 

   

  จากการศึกษาพบว5าปริมาณการสะสมของโลหะหนักทองแดง และสังกะสีใน

สาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris แปรผันตามความเขOมขOนของโลหะหนัก ณ เวลา

สิ้นสุดการศึกษา จากการศึกษาครั้งนี้พบว5าการใหOสังกะสีที่ความเขOมขOนสูงเหนี่ยวนำใหOมีการดูดซึม

ทองแดงเพิ่มสูงขึ้นตามไปดOวย จากผลการศึกษาเสนอว5าสามารถใชOการสะสมโลหะหนักทองแดงและ

สังกะสีเป[นดัชนีชี ้ว ัดการปนเปl mอนของโลหะหนักในระบบนิเวศแหล5งน้ำในสิ ่งแวดลOอม โดยมี

ความจำเพาะของสายพันธุKสาหร5ายขนาดเล็กแต5ละชนิดและชนิดของโลหะหนักดOวย (Harris and 

Ramlow, 1989; Zhou et al., 2012; Chan et al., 2013; Piccini et al., 2019) ผลการศึกษาคร้ัง

นี้สอดคลOองกับการศึกษาของ Elsayed (2017) ทดลองการสะสมโลหะหนักชนิด แคดเมียม ทองแดง 

และสังกะสี ความเขOมขOน 1 5 10 20 50 และ 100 มิลลิกรัมต5อลิตรในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด 

Scenedesmus obliquus พบว5าสาหร5ายขนาดเล็กสะสมปริมาณของโลหะหนัก (แคดเมียม ทองแดง 

และสังกะสี) ปริมาณ 3.4 4.25 และ 4.42 มิลลิกรัมต5อกรัมน้ำหนักแหOง (dry weight) ภายใน 96 

ชั่วโมงหลังจากเติมโลหะหนักตามลำดับ และการทดลองเลี้ยงสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella 

vulgaris และ Spirulina platensis–Spirulina maxima ดOวยโลหะหนักปรอท แคดเมียม และ

ทองแดง พบว5าสาหร5ายทั้งสองชนิดมีการสะสมโลหะหนักภายในเซลลKเท5ากับ 144 161 และ 138 

มิลลิกรัมต5อกรัม ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด C. vulgaris และ 100 34 และ 76.5 มิลลิกรัมต5อกรัม 

ของสาหร5ายผสมของสกุล Spirulina (Konig-péter et al., 2014) ต5างจากการทดลองของ Wang 

และคณะ (2017) ทำการศึกษาการสะสมโลหะหนักทองแดงความเขOมขOน 1,000 ไมโครโมลาหKดOวย

สาหร5ายขนาดเล็กชนิด Closterium ehrenbergii เป[นเวลา 3 วันหรือ 96 ชั่วโมง โดยการเก็บผลการ
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ทดลองทุกๆ 12 ชั่วโมงพบว5า เมื่อเวลาผ5านไป 48 ชั่วโมงสาหร5ายลดการดูดซึมทองแดงลง 47% และ

สะสมปริมาณทองแดงมากที่สุดเท5ากับ 0.25 มิลลิกรัมต5อกรัม หรือ 0.56 มิลลิกรัมต5อกรัมน้ำหนักแหOง

ในชั ่วโมงที ่  24 และการทดลองการสะสมทองแดง และสังกะสีด Oวยสาหร5ายขนาดเล็กชนิด 

Pseudokirchneriella subcapitata ระยะเวลา 7 วันพบว5าสาหร5ายชนิดดังกล5าวสามารถดูดซึม

โลหะหนักท้ังสองชนิดไดOเพียง 0.1 มิลลิกรัมต5อลิตร และ 0.075 มิลลิกรัมต5อลิตร ของชุดทองแดงและ

สังกะสีตามลำดับ (Soto et al., 2011) 

  โลหะหนักหลายชนิดที่เป[นธาตุอาหารรองของพืชจะถูกกักเก็บในส5วนประกอบต5างๆ 

ของเซลลKของสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็ก เช5น ภายในส5วนประกอบเยื่อหุOมเซลลK คลอโรพลาสตK เอนโด 

พลาสมิตเรติคูรัม เพอรKรอกซิโซม คอลติซอล เซนทรัลแวคคิวโอล และไมโทคอนเดรีย (Metha and 

Guar, 1999; Johnson et al., 2007) ทองแดงและสังกะสีสามารถเคลื่อนที่เขOาสู 5เซลลKผ5านหลาย

ช5องทาง โดยเซลลKพืชและสาหร5ายประกอบไปดOวยโปรตีนที่ทำหนOาที่ควบคุมการผ5านเขOาออกของ

ทองแดงและสังกะสีอยู5หลายกลุ5ม เช5น copper transporter (COPT) ซึ่งแทรกบริเวณเยื่อหุOมเซลลK

ของสาหร5ายขนาดเล็ก คลอโรพลาสตK และไมโทคอนเดรีย กลุ5มของ zinc transporter (ZIP) 

(Bueleigh et al., 2003) ที่จำเพาะการเขOาออกของไอออนของสังกะสี (Zn2+) เขOาสู 5ภายในเซลลK

สาหร5าย กลุ5มของ cation diffusion facilitation หรือกลุ5ม CDF เป[นบริเวณที่ดูดซึมโลหะหนักในรูป

ประจุของไออนของทองแดง (Cu+ และCu2+) และสังกะสี (Zn+ และZn2+) แพร5ผ5านช5องว5างระหว5าง

เซลลKโดยอิสระ กลุ5ม metal tolerance proteins หรือกลุ5ม MTP (Vert et al., 2002; Grotz and 

Guerinot, 2006) ทำหนOาที่ส5งสัญญาณการเขOาออกของไอออนของโลหะหนัก เช5น ทองแดง สังกะสี 

นิกเกิล แคดเมียม และ กลุ5ม heavy metal ATPase หรือ HMA (Grotz and Guerinot, 2006) ซ่ึง

กลุ5มบริเวณดังกล5าวทำหนOาที่เกี ่ยวขOองกับการกำจัดโลหะที่มากเกินไปโดยการนำออกจากเซลลK 

(Penarrubia et al., 2015)  
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ผลของโลหะหนักต0อประสิทธิภาพของการสังเคราะหYดwวยแสง  

   

  จากการศึกษาพบว5าการเพิ่มขึ้นของโลหะหนักภายในเซลลKของสาหร5ายสีเขียวขนาด

เล็กสามารถยับย้ังประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสง ท้ังค5าประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสงของ

ระบบแสงที่ 2 (ɸPSIII) และค5าความสามารถในการสังเคราะหKแสงสูงสุดของระบบแสงที่ 2 (Fv/Fm) 

ระบบการสังเคราะหKดOวยแสงเป[นระบบที่มีความไวต5อสภาวะเครียดต5างๆ เช5น สภาวะที่มีแสงมาก 

(Patsikka and Tyystjarvi, 1998) การขาดธาตุอาหารและน้ำ (Cheng and He, 2014) รวมถึงพิษ

จ าก โ ลหะหน ั ก  ( Hernandez, 2006; Donnelly et al., 2011; Belyaeva et al., 2012) จ า ก

การศึกษาในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Closterium ehrenbergii พบว5าสาหร5ายมีอัตราส5วนของ 

Fv/Fm ลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมทองแดงความเขOมขOน 1.0 มิลลิกรัมต5อลิตรภายในเวลา 12 

ช่ัวโมง และลดลงอย5างต5อเน่ืองอย5างมีนัยสำคัญเม่ือผ5านไป 48 ช่ัวโมง (Wang et al., 2017) และกลุ5ม

แพลงกKตอนพืชชนิด Planothidium lanceolatum (Brébisson) Lange-Bertalot ซึ ่งเป[นกลุ 5มมี

ชีวิตขนาดเล็กที่สามารถสังเคราะหKแสงไดO พบว5าเมื ่อทำการเพาะเลี ้ยงดOวยโลหะหนักแคดเมียม 

ทองแดง และสังกะสี พบว5า P. lanceolatum มีค5าการสังเคราะหKแสงสูงสุดในระบบแสงที่ 2 ลดลง

แตกต5างกันโดย แคดเมียมเป[นพิษมากที ่ส ุด โดยมีสังกะสี และทองแดงรองลงมา เมื ่อวัดค5า

ประสิทธิภาพการสังเคราะหKดOวยแสงของระบบแสงที่ 2 พบว5าโลหะหนักทั้งสามชนิดสามารถลด 

ɸPSII  รOอยละ 60 65 และ 85 เม่ือเทียบกับวันท่ี 0 ตามลำดับ (Sbihi et al., 2012) และการทดลอง

ของ Mykhaylenko และ Zolotareva (2017) ที ่ เพาะเลี ้ยงสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Chlorella 

vulgaris ดOวยทองแดง ความเขOมขOน 0.6 ถึง 4.0 มิลลิกรัมต5อลิตร ผลการศึกษาพบว5าค5าของ Fv/Fm 

และ ɸPSII  เพิ ่มขึ ้นในเวลา 96 ชั ่วโมงหลังการทดลอง และลดลงเมื ่อเวลาผ5านไป 150 ชั ่วโมง 

เช5นเดียวกับการศึกษานี้ท่ีพบการลดลงของประสิทธิภาพของการสังเคราะหKดOวยแสงอย5างรวดเร็ว

หลังจากสาหร5ายไดOรับโลหะหนักไปเพียง 12 ช่ัวโมง การลดลงของ ɸPSII อาจเป[นผลมาจากการยังย้ัง

กระบวนการถ5ายทอดอิเล็กตรอนจากระบบแสงที่ 2 เนื่องจากไอออนทองแดง และสังกะสี มีผลต5อ

ระบบการขนส5งของอิเล็กตรอนในระบบ QA เขOาสู5 QB ตามลำดับ (Tripathi et al., 2006; Bakor et 

al., 2007; Mamboya et al., 2007; Yruela, 2013; Gilroy et al., 2014; Cecchin et al., 2018; 

Merino et al., 2019) ส5วนการลดลงของ Fv/Fm อาจเป[นผลมาจากไอออนของโลหะหนักท้ัง

ทองแดง และสังกะสีเขOาทำปฏิกิริยากับระบบแสงที่สอง (PSII) ส5งผลใหOลดประสิทธิภาพของหน5วยรับ
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พลังงานแสง (light harvesting antenna) หรือกลุ 5มของโปรตีน D1 ซึ ่งอยู 5ที ่ศูนยKกลางปฏิกิริยา 

(reaction center) (Patsikka and Tyystjarvi, 1998; Volland et al., 2014)  

  การลดลงของประสิทธิภาพของการสังเคราะหKดOวยแสงสอดคลOองกับการลดลงของ

ปริมาณของคลอโรฟ}ลลK เอ โดยพบการลดลงของคลอโรฟ}ลลKทั้งในชุดการทดลองที่เติมทองแดงและ

สังกะสี โดยทองแดงส5งผลใหOเกิดการลดลงของคลอโรฟ}ลลKมากกว5า จากการรายงานพบว5าการเพ่ิมข้ึน

ของโลหะหนักสังกะสีส5งผลใหOสาหร5ายขนาดเล็กปรับเปลี ่ยนโครงสรOางของรงควัตถุภายใน 

คลอโรพลาสตKโดยสังกะสีจะเขOาไปแทนที ่ตำแหน5งการจับอย5างจำเพาะของแมกนีเซียม ทำใหO

ประสิทธิภาพของการสังเคราะหKแสงลดลงตามไปดOวย (Sharma and Chopra, 1987; Dobermann 

and Fairhurst, 2000; Enany and Issa, 2001) นอกจากนี้คลอโรฟ}ลลK เอ ยังถือเป[นตัวแทนของ

อัตราการเจริญเติบโตและการเพิ่มจำนวนของเซลลKของสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็ก โดยพบว5าในชุด

ควบคุมมีการเพ่ิมข้ึนของ คลอโรฟ}ลลK เอ ถึงเกือบ 2 เท5าเม่ือส้ินสุดการทดลอง แสดงใหOเห็นว5าสาหร5าย

มีการเจริญเติบโตเพิ่มมากขึ้นจากวันเริ่มตOน ดังนั้นการลดลงของปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ เมื่อสาหร5าย

ไดOรับทองแดงจึงอาจแปลผลไดOเป[นสองกรณี ไดOแก5 ทองแดงและสังกะสีรบกวนโครงสรOางของ

คลอโรฟ}ลลK เอ ส5งผลลดการสังเคราะหKดOวยแสง และ/หรือ ทองแดงและสังกะสีส5งผลยับย้ัง

กระบวนการเพิ่มจำนวนเซลลKและการเจริญเติบโตของสาหร5าย Chlorella vulgaris ทำใหOปริมาณ

คลอโรฟ}ลลK เอ ลดลง  (Enany and Issa, 2001) สอดคลOองกับการศึกษาของ Zhou และคณะ 

(2012) ที่รายงานว5าการไดOรับทองแดงและสังกะสีส5งผลยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหร5ายสีเขียว

ขนาดเล็กชนิด C. pyrenoidosa และ Scenedesmus obliquus และทำใหOเซลลKของสาหร5ายมี

ขนาดใหญ5มากกว5าปกติ และมีโครงสรOางของรงควัตถุท่ีเปล่ียนแปลงไป  
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ตาราง 5 ตารางเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของสรีรวิทยาวิทยาของสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด 

C. vulgaris ต5อโลหะหนักทองแดง และสังกะสีความเขOมขOนต5างๆ  

 

ชนิดและความเขwมขwน

โลหะหนัก 
ระยะเวลา  

การเปล่ียนแปลงของพารามิเตอรY

จากสาหร0ายสีเขียวขนาดเล็ก 
อwางอิง 

ทองแดง 

10 ไมโครโมลาหK 

75  

ช่ัวโมง 

Fv/Fm 32.14 % เทียบกับวันท่ี 0 

ɸPSII 45.54 % เทียบกับวันท่ี 0 

Chl a 43.99 % เทียบกับวันท่ี 0 

MDA 232.16% เทียบกับวันท่ี 0 

Bakor และคณะ, 

2007 

ทองแดง  

3.77 ไมโครโมลาหK 

48  

ช่ัวโมง 

Fv/Fm 60.60 % เทียบกับวันท่ี 0 

Chl a 4.54 % เทียบกับวันท่ี 0 

Wang และคณะ, 

2007 

ทองแดง 

251.4 ไมโครโมลาหK 
12  

ช่ัวโมง 

Fv/Fm 25.00 % เทียบกับวันท่ี 0 

ɸPSII 26.47 % เทียบกับวันท่ี 0 

 Kumar และคณะ 

2013 
สังกะสี 

880.3 ไมโครโมลาหK 

Fv/Fm 78.65 % เทียบกับวันท่ี 0 

ɸPSII 32.35 % เทียบกับวันท่ี 0 

 

ทองแดง 

5 ไมโครโมลาหK 
75  

ช่ัวโมง 

Fv/Fm 8.57 % เทียบกับวันท่ี 0 

ɸPSII 17.65 % เทียบกับวันท่ี 0 

MDA 150.72% เทียบกับวันท่ี 0 

 
Chen และคณะ, 

2016 

สังกะสี 

200 ไมโครโมลาหK 

Fv/Fm 44.12 % เทียบกับวันท่ี 0 

ɸPSII 28.99 % เทียบกับวันท่ี 0 

MDA 102.34 % เทียบกับวันท่ี 0 

ทองแดง 

25 ไมโครโมลาหK 

 

 

24 วัน 
Fv/Fm 26.67 % เทียบกับวันท่ี 0 

ɸPSII 28.95 % เทียบกับวันท่ี 0 

Mykhaylenko และ 

Zolotareva, 2017 
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สังกะสี 

200 ไมโครโมลาหK 

Fv/Fm 47.87 % เทียบกับวันท่ี 0 

ɸPSII 38.16 % เทียบกับวันท่ี 0 

ทองแดง 

99.45 ไมโครโมลาหK 150  

ช่ัวโมง 

Chl a 36.49 % เทียบกับวันท่ี 0 
Kondzior และ 

Butarewicz, 2018 สังกะสี 

733.59 ไมโครโมลาหK 
Chl a 19.58 % เทียบกับวันท่ี 0 

 

การเหน่ียวนำใหwเกิดความเครียดออกซิเดทีฟ 

 

  โลหะหนักที่อยู5ในรูปไอออนอิสระภายในเซลลKจะส5งผลเหนี่ยวนำใหOเกิดการสรOาง

อนุพันธKของออกซิเจนที่ว5องไว (ROS) ผ5านกระบวนการรีดักชั ่น เช5น O2
- H2O2 และ hydrogen 

radicals ซึ่งสารกลุ5ม ROS จัดเป[นสารสื่อสัญญาณภายในเซลลK เพื่อควบคุมการสังเคราะหKโปรตีน

ต5างๆและการเพิ่มจำนวนของสาหร5ายขนาดเล็ก (Choudhary et al., 2007; Elbaz et al., 2014) 

แต5เมื่อมีอนุพันธKมากเกินไปจะส5งผลต5อความเป[นพิษภายในเซลลKสาหร5ายขนาดเล็ก ทำใหOเซลลKเกิด

สภาวะเคร ียดออกซิเดทีฟ (oxidative stress) (Sokolnik et al., 2009; Sharma et al., 2012) 

การศึกษาครั้งนี้พบว5าการเพิ่มขึ้นของกลุ5มอนุพันธKของออกซิเจนที่ว5องไว (ROS) ซึ่งส5งผลต5อเนื่องใหOมี

การเพิ่มขึ้นของกรดมัลลอนอัลดิไฮดK (MDA content) ซึ ่งเกิดจากกระบวนออกซิเดชั่นของไขมัน 

(LPO) เหตุเกิดมาจากกลุ5มสมาชิกของ ROS เช5น อนุพันธKของไฮโดรเจน และออกซิเจนมีการทำ

ปฏิกิริยากับกรดไขมันไม5อิ่มตัว เป[นกลุ5มของไขมันไม5อิ่มตัว (unsaturated lipid radical) ที่มีประจุ

อันเนื่องมาจากการจับของอนุพันธK ROS ดOวยพันธะคู5 เมื่อเกิดปฎิกิริยาลูกโซ5ไปยังบริเวณอ่ืนๆ ที่มี

ส5วนประกอบของกรดไขมันไมอิ่มตัว และปลดปล5อยส5วนของเพอรKออกไซดKออกมา (lipid peroxide) 

(Gill and Tuteja, 2010; Palipoch and Koomhin, 2015) ซึ ่งไขมันเป[นองคKประกอบหลักของ

โครงสรOางของฟอสไลพิด (phospholipid) ซึ่งเป[นส5วนประกอบของเยื่อหุOมเซลลKของสาหร5ายและ 

ออรKกาเนลลKที่มีเยื ่อหุOม เช5น คลอโรพลาสตK ไมโทคอนเดรีย นิวเคลียส เป[นตOน สอดคลOองกับผล

การศึกษาจากงานวิจัยอื่นๆ เช5นงานวิจัยของ Tripathi และคณะ (2006) ซึ่งทำการศึกษาในสาหร5าย

ชนิด Scenedesmus sp. ในอาหารที่ปนเปlmอนโลหะหนักทองแดงและสังกะสี พบการเพิ่มขึ้นของ 

ROS และการเกิดออกซิเดชั่นของไขมันอย5างมีนัยสำคัญในออรKกาเนลลK เช5น ไมโทคอนเดรีย และ 
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คลอโรพลาสตK เป[นตOน นอกจากนี้ยังมีการวิจัยที่รายงานการเพิ่มขึ้นของอนุพันธKของไฮโดรเจนใน

สาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด C. pyrenoidosa และ Microcystis aeruginosa เมื่อถูกกระตุOนดOวย

โลหะหนักทองแดง แคดเมียม และปรอท (1-15 ไมโครโมลาหKของทองแดง และแคดเมียม 10 ไมโคร

โมลาหKของปรอท, Lu et al., 2015) และสาหร5ายชนิด Scenedesmus sp หลังการเพาะเลี้ยงดOวย

ทองแดงและสังกะสีความเขOมขOน 2.4-40 และ5-100 ไมโครโมลาหKตามลำดับ (Tripathi and Gaur, 

2004) และสาหร5ายสีเขียวแกมน้ำเงินชนิด Arthrospira platensis (Spirulina platensis) ความ

เขOมขOน 1-300 ไมโครโมลาหKทั้งทองแดง และสังกะสี (Choudhary et al., 2007) ที่ถูกกระตุOนดOวย

ซิงคKคลอไรดKความเขOมขOน 50 มิลลิกรัมต5อลิตร (Choudhary et al., 2007) 

  จากผลการศึกษาพบว5าเมื่อพิจารณาระดับความเป[นพิษจากการสะสมของ ROS 

และการเกิดออกซิเดชั่นของไขมัน ทองแดงสามารถส5งเสริมการเพิ่มขึ้นของ ROS และส5งผลการ

เพิ่มขึ้นของกระบวนการออกซิเดชั่นของไขมันรวดเร็วและรุนแรงกว5าสังกะสี ซึ่งอาจเป[นผลมากจาก

กลไกการเหนี่ยวนำใหOเกิดการสรOาง ROS ที่แตกต5างกัน (Choudhary et al., 2007; Elbaz et al., 

2014) ทองแดงจัดว5าเป[นโลหะหนักชนิดรีดอกซKแอ็คทีฟ (redox active) สามารถกระตุ Oนการ

สังเคราะหK ROS ผ5านปฏิกิริยา Haber–Weiss และ ปฏิกิริยา Fenton ไดOโดยตรง แต5กลุ5มของสังกะสี

จัดเป[น รีดอกซKอินแอ็คทีฟ (redox inactive) ซึ่งกระตุOนใหOเกิด ROS ผ5านกระบวนการอื่นๆ ไดOแก5 

การกระตุOนปฏิกิริยาของกรดลิววิส และส5งผลต5อการเขOาออกของกลุ5ม secondary messenger เช5น 

แคลเซียมไอออน ทำใหOระบบของไซโทโครมซี ผิดปกติและปลดปล5อยอนุพันธKของไฮโดรเจนออกมา 

(Angelé-Martínez et al., 2014; Feigl et al., 2015) ทำใหOเกิดการออกซิเดชั่นของไขมันชOากว5า

กลุ 5มรีดอกซKแอคทีฟ (Pinto et al., 2003) ความสามารถของทองแดงในการเหนี ่ยวนำใหOเกิด

ความเครียดออกซิเดทีฟที่รุนแรงมากกว5าสังกะสีนั้นอาจเป[นหนึ่งในสาเหตุที่ทำใหOเกิดการยับย้ัง

ประสิทธิภาพในการสังเคราะหKดOวยแสงในสาหร5าย C. vulgaris ที่ไดOรับทองแดงมากกว5าสาหร5ายท่ี

ไดOรับสังกะสี ทั้งนี้เนื่องมาจากเปbาหมายของการทำปฏิกิริยาของ ROS นั้นคือไขมัน จึงอาจส5งผลต5อ

ความเสถียรและโครงสรOางของเยื่อหุOมคลอโรพลาสตKและไทลาคอยดK ทำใหOรบกวนปฏิกิริยาการ

สังเคราะหKดOวยแสง (Soto et al., 2011; Volland et al., 2014; Palipoch and Koomhin, 2015; 

Merino et al., 2019) 
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การสะสมของกรดอะมิโนโพรลีน 

  

  การตอบสนองทางสรีรวิทยาที่น5าสนใจของงานวิจัยนี้คือการเพิ่มขึ้นของกรดะมิโน 

โพรลีนภายในเซลลKของสาหร5าย Chlorella vulgaris โดยพบว5าโลหะหนักทั้งทองแดงและสังกะสี

กระตุOนการสังเคราะหKและสะสมกรดอะมิโนโพรลีนไดOอย5างรวดเร็วภายใน 6 ชั่วโมง บทบาทของ

กรดอะมิโนโพรลีนที ่สำคัญคือการรักษาสมดุลการเขOาออกของไอออนและของเหลวของเซลลK 

(osmoregulation) และการรักษาระบบเมทาบอลิซึมภายในเซลลKในสภาวะเครียดจากต5างๆ เช5น 

ความเค็มสูง ความเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ ค5าความเป[นกรดเบส  (Alla and Saradhi, 1991; 

Saradhi, 1991; Smironoff and Cumbes, 1989; Schat et al., 1997; Ambikapathy et al., 

2002; Ashraf and Foolad, 2007) และกระตุ OนการสรOางสารเมือกเพื ่อลดการดูดซึมโลหะหนัก

ภายในเซลลK (Wu et al., 1998a&b) นอกจากนี้หนOาที่ของกรดอะมิโนโพรลีนจัดว5าเป[นสารตั้งตOนใน

การสังเคราะหKสารสำคัญภายในเซลลK เช5น คารKโบไฮเดรต โปรตีน และการสังเคราะหKไขมันในส5วนของ

ไพรีนอยดKของสาหร5ายขนาดเล็กหลายชนิด (Soto et al., 2011) ในการศึกษาครั ้งแสดงถึง

ความสัมพันธKระหว5างการไดOรับโลหะหนักและการสังเคราะหKโพรลีนซึ่งสอดคลOองกับการศึกษาอื่นๆ 

เช5น จากการศึกษาของ Choudhary และคณะ (2007) การเติมโลหะหนักทองแดงและสังกะสีในกลุ5ม

สาหร5ายสีเขียวแกมน้ำเงินชนิด Arthrospira platensis พบว5าสาหร5ายจะสรOางโพรลีนมากขึ้นแปรผัน

ตามความเขOมขOนของโลหะหนัก และกระตุOนการสังเคราะหKสารตOานอนุมูลอิสระ เช5น กลูธาไธโอน 

สอดคลOองกับรายงานวิจัยความสัมพันธKระหว5างทองแดง และสังกะสี ความเขOมขOน 0.5 มิลลิกรัมต5อ

ลิตร ในสาหร5ายขนาดเล็กชนิด Scenedesmus quadricauda และ Chlorella vulgaris (Wu et 

al., 1995b; Tripathi and Gaur, 2004)  

  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในระดับเชิงชีวโมเลกุลของกลุ5มยีนที่จัดเป[นสารตั้งตOนใน

การสังเคราะหKกรดอะมิโนโพรลีน เช5น Pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) ซึ่งเป[นยีนท่ี

ถอดรหัสเป[นสารตั้งตOนในการสังเคราะหKกรดอะมิโนโพรลีน พบว5าสาหร5าย Chlamydomonas 

reinhardtii ท ี ่ผ 5 านการด ัดแปลงพ ันธ ุกรรมให Oม ีการเพ ิ ่มการแสดงออกของย ีนด ั งกล 5าว 

(overexpression) มีการสะสมกรดอะมิโนโพรลีนเพิ่มขึ้น และมีความทนต5อโลหะหนักแคดเมียม

มากกว5ากลุ5มควบคุม (wild type) โดยการศึกษาน้ีเสนอว5าปริมาณกรดอะมิโนโพรลีนท่ีเพ่ิมข้ึนส5งเสริม
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ความทนต5อแคดเมียม (Siripornadulsil et al., 2002) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่สามารถอธิบายว5า

บทบาทของกรดอะมิโนโพรลีนจัดเป[นตัวกลางในการสื่อสารระหว5างเซลลK (cell signaling) ดังนั้นเม่ือ

ปริมาณของ ROS เพิ่มขึ้นภายในเซลลK นิวเคลียสจะส5งสัญญาณดOวยการเพิ่มระดับของโพรลีนเพื่อเป[น

ตัวกลางในการสังเคราะหKกลุ5มสารต5างๆ ในการยับยั้งปริมาณของ ROS (Costa and Morel, 1994; 

Enany and Issa, 2001; Siripornadulsil et al., 2002; Tripathi and Gaur, 2004; Liang et al., 

2013) 

 

2. การนำไปใชwประโยชนYเพ่ือการตรวจสอบการปนเป��อนโลหะหนัก 

 

  จากผลการศึกษา และการอภิปรายผลการศึกษาเบื ้องตOนรวมทั ้งการทบทวน

วรรณกรรมพบว5า ไดOมีการเสนอนำการใชOสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด Chlorella vulgaris เป[นดัชนี

ช้ีวัดความอุดมสมบูรณKเชิงระบบนิเวศ (bioindicators) (Hu et al., 2012; Sakset and Chankeaw, 

2012; Brahmbatt et al., 2013; Czaplicka and Lodowska, 2014; Parmar et al., 2016; 

Ureses et al., 2016) รวมกับกลุ5มของแพลงกKตอนพืชและสัตวKชนิดอื่นๆ เช5น กลุ5มของโรติเฟอรK คา

โดเซอเรียน เมื่อนำขOอมูลขOางตOนผนวกกับผลการศึกษาทางดOานสรีรวิทยา เช5น ประสิทธิภาพในการ

สังเคราะหKดOวยแสง (Fv/Fm) ปริมาณการเพิ่มขึ้นของอนุพันธKของออกซิเจนที่ว5องไว ปริมาณของ

กรดมัลลอนอัลดิไฮดK และที่สำคัญการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนโพรลีน ในการศึกษาครั้งนี้มีการเพิ่มข้ึน

ของอนุพันธKต5างๆ อย5างรวดเร็วภายในชั่วโมงที่ 6 ของการทดลอง ผูOทำการศึกษาไดOเสนอการนำ

สาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด C. vulgaris ใชOในกระบวนการตรวจสอบการปนเปl mอนโลหะหนัก

ทองแดง และสังกะสีไดO โดยเป[นทั้งตัวชีวัดทางกายภาพ (bioindicators) และตัวชี้วัดทางชีวภาพ 

(biomarkers) ที่นำมาใชOในการติดตามการปนเปlmอนของโลหะหนักดังกล5าวไดO (Chia et al., 2013; 

Aderemi et al., 2015; Elsayed, 2017; Merino et al., 2019) และ Saradhi (1991) ไดOเสนอ 

ประโยชนKของกรดอะมิโนโพรลีนต5อการเป[นหนึ่งในสารอนุมูลอิสระในการตรวจสอบสภาวะเครียดจาก

พืชทั่วไปจากสิ่งเรOาจากสิ่งแวดลOอม เช5น ความเค็ม อุณหภูมิ เป[นตOน ดOวยเหตุผลการเพิ่มขึ้นอย5าง

รวดเร็วของกรดอะมิโนเมื่อรับการกระตุOน/ดูดซับจากสิ่งเรOา แต5อย5างไรก็ตามปริมาณของกรดอะมิโน

ดังกล5าวไม5สามารถเป[นตัวชี ้วัดการปนเปl mอนโลหะหนักเพียงพารามิเตอรKเดียว เนื ่องจากตOองมี

การศึกษาในระดับชีวโมเลกุลต5อไป (Siripornadulsil et al., 2002) และการทบทวนเอกสารพบว5ายัง
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มีการเสนอการใชOสาหร5ายขนาดเล็กเป[นดัชนีชี้วัดการปนเปlmอนร5วมกับพารามิเตอรKอื่นๆ ร5วมดOวย เช5น 

สารตOานอนุมูลอิสระ ปริมาณกลูธาไธโอน สารกลุ5มซุปเปอรKออกซิเดตดิสมิวเตส (Carfagna et al., 

2013) สารกลุ5มของอนุพันธKของคารKโบไฮเดรต (Bajgus, 2011; Sbihi et al., 2012) และกรดอะมิโน

กลุ5มกลูตาเมต (Pavlikova et al., 2008; Ciupa et al., 2016) เป[นตOน 

  จากการศึกษาในครั้งนี้จัดเป[นขOอมูลพื้นฐานในการประยุกตKใชOพารามิเตอรKทางดOาน

สรีรวิทยาของพืช ร5วมกับป©จจัยทางกายภาพนำมาทำนายการปนเปlmอนโลหะหนักทองแดงและสังกะสี

ในระบบนิเวศแหล5งน้ำ เพื่อประโยชนKการบูรณาการการแกOไขป©ญหาการปนเปlmอนโลหะหนักในแหล5ง

น้ำธรรมชาติไดOมีประสิทธิภาพมากข้ึน  
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บทที่ 5 

สรุปผลการศึกษา 

 

  การศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหOเห็นว5าการตอบสนองทางสรีรวิทยาของสาหร5ายสีเขียวขนาด

เล็กชนิด Chlorella vulgaris ต5อโลหะหนักทองแดงและสังกะสีข้ึนอยู5กับระดับความเขOมขOนของโลหะ

หนักและเวลาในการถูกกระตุOน จากการติดตามพารามิเตอรKทางสรีรวิทยาต5างๆ เช5น ประสิทธิภาพ

ของการสังเคราะหKดOวยแสง ปริมาณคลอโรฟ}ลลK เอ ปริมาณของอนุพันธKออกซิเจนที่ว5องไว ปริมาณ

ของการเพิ่มขึ้นของการออกซิเดชั่นของไขมัน และการเพ่ิมขึ้นของกรดอะมิโนโพรลีน โดยความเขOมขOน

ของทองแดงและสังกะสี 500 และ 1,000 ไมโครโมลาหKส5งผลใหOเกิดความเป[นพิษในสาหร5ายสีเขียว

ขนาดเล็กอย5างเห็นไดOชัด (ภาพที่ 22) ผูOทำการศึกษาพบว5าสามารถใชOสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด 

 C. vulgaris เป[นดัชนีช้ีวัดการปนเปlmอนโลหะหนักสำหรับทองแดงและสังกะสีในระบบนิเวศแหล5งน้ำ  
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   แทน เป[นส5วนหนึ่ง องคKประกอบ  

   แทน การกระตุOน การเพิ่มขึ้น การทำใหOเกิด  

   แทน การยับยั้ง การลดลง  

 

ภาพที่ 22 แผนภาพสรุปกระบวนการตอบสนองทางสรีรวิทยาของสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็กชนิด 

Chlorella vulgaris ต5อโลหะหนักทองแดงและสังกะสี Cu แทน ทองแดงไอออน; Zn แทน สังกะสี

ไอออน; CP แทน ส5วนของคลอโรพลาสตK; MT แทน ไมโทคอนเดรีย; NU แทน นิวเคลียส; Fv/Fm 

แทน ค5ากะประมาณความเครียดของพืชในระบบแสงที่สอง; ɸPSII แทน ค5ากะประมาณอัตราการ

ถ5ายทอดอิเล็กตรอนจากระบบแสงที่สอง; Chl a แทน คลอโรฟ}ลลK เอ ; ROS แทน อนุพันธKของ

ออกซิเจนที่ว5องไว; MDA แทน กรดมัลลอนดิไฮดK ผลผลิตของกระบวนการออกซิเดชั่น; Pro แทน 

กรดอะมิโนโพรลีน 
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