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บทคัดยอ 
การปนเปอนของโลหะหนักในแหลงนํ้าเปนปญหาที่พบไดบอยในประเทศไทยและทั่วโลก  การ
สะสมของโลหะในผลิตภัณฑทางน้ํากอใหเกิดความวิตกถึงสุขภาพของผูบริโภคและอุตสาหกรรม
ทางดานนี้  การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสาหรายสีเขียวเซลลเดียว Chlamydomonas reinhardtii 
สะสมแคดเมียมเม่ือสัมผัสกับโลหะชนิดน้ี และแคดเมียมกอใหเกิดพิษกับปริมาณคลอโรฟลลและ
เยื่อหุมเซลล นําไปสูการเจริญที่ลดลงและการตายของสาหราย  ยีนจํานวน 2 ยีนที่ชื่อวาเปน 
phytochelatin synthase (PCS) ถูกคนพบในจีโนมของ C. reinhardtii  เพ่ือศึกษาวายีนเหลาน้ีมี
บทบาทสําคัญในการสะสมและ/หรือทนทานแคดเมียมหรือไม สาหรายถูกนํามาลดการแสดงออก
ของยีน PCS ดวย antisense RNA หรือ artificial microRNA  อยางไรก็ตาม transformants ที่
ไดไมแสดงถึงการลดลงของการแสดงออกของยีน PCS ดังน้ันการทดลองในขั้นตอไปจึงไม
สามารถดําเนินการได  ในอีกสวนหนึ่งของการศึกษานี้ สาหรายสีเขียว Chlorella vulgaris ถูก
นํามาศึกษาถึงศักยภาพในการดูดซับโลหะแคดเมียม ทองแดง และสังกะสี จากอาหารที่เติม
โลหะ ควบคูไปกับความสามารถในการสังเคราะหไขมันเพ่ือผลิตไบโอดีเซล  ผลการศึกษาแสดง
ใหเห็นวา C. vulgaris สามารถกําจัดโลหะพรอมกับผลิตไขมันไดดวยอัตราที่สูง   
 



 

คําสําคัญ : Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris, โลหะหนัก, phytochelatin, 
phytochelatin synthase, ไขมัน, ไบโอดีเซล 
 

Abstract 
Heavy metal contamination in water resources is a common problem in Thailand and 
worldwide. Accumulation of the metals in aquatic products causes serious concerns on 
consumer health and the industry. This study showed that unicellular green alga 
Chlamydomonas reinhardtii accumulated cadmium upon exposure to the metal, and 
cadmium exerted toxicity on chlorophyll content and cellular membrane, leading to 
growth inhibition and cell death. Two putative phytochelatin synthase (PCS) genes were 
identified in the genome of C. reinhardtii. To examine whether these genes have an 
important role in cadmium accumulation and/or tolerance, the alga was subjected to 
antisense RNA or artificial microRNA that was aimed to suppress PCS gene expression. 
However, the obtained transformants did not exhibit reduced PCS expression, so further 
experiments could not been carried out. In another part of study, a green alga Chlorella 
vulgaris was examined for its ability to absorb cadmium, copper, and zinc ions from 
supplemented medium and simultaneously with its ability to synthesize lipid for biodiesel 
production. The results showed that C. vulgaris could remove the metals as well as 
produce lipid at a high rate.      
 
Keywords : Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris, heavy metal, phytochelatin, 
phytochelatin synthase, lipid, biodiesel 



 

Execuative Summary 
 
การปนเปอนของโลหะหนักในแหลงนํ้าเปนปญหาที่สําคัญประการหนึ่งที่พบในประเทศไทยและ
ทั่วโลก โลหะหนักในแหลงน้ําอาจกอใหเกิดพิษกับสิ่งมีชีวิตหรืออาจสะสมอยูผลิตภัณฑที่ไดจาก
แหลงนํ้าน้ันและถูกสงผานไปยังผูบริโภค  งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคที่จะเขาใจถึงกลไกระดับ
เซลลที่สงผลตอความทนทานหรือการสะสมโลหะหนักใน Chlamydomonas reinhardtii ซ่ึงเปน
สิ่งมีชีวิตตนแบบของสาหรายสีเขียว ในการศึกษาเบื้องตน ผูวิจัยไดศึกษาผลของความเขมขน
แคดเมียมภายนอกเซลลตอการเจริญและการสะสมของแคดเมียมภายในเซลลสาหราย พบวา 
แคดเมียมที่ความเขมขน 250 และ 1,000 μM ทําใหสาหรายมีอัตราการเจริญลดลง 5% และ 
50% ตามลําดับ การสะสมแคดเมียมทําใหปริมาณคลอโรฟลลของสาหรายลดลง เกิดความ
เสียหายกับเยื่อหุมเซลล และมีจํานวนเซลลตายมากขึ้น  ในการศึกษาชวงที่สอง ผูวิจัยตองการ
ศึกษาบทบาทของยีน phytochelatin synthase (PCS) ในสาหราย ซ่ึงมีรายงานกอนหนาน้ีแสดง
วา PCS ชวยสังเคราะห phytochelatin ที่ทําหนาที่กักเก็บไออนของโลหะที่เปนพิษภายในเซลล
พืช ยีสต และสัตวบางชนิด จากการศึกษานี้พบยีนจํานวน 2 ยีน ในจีโนมของ C. reinhardtii ที่มี
ลําดับคลายกับยีน PCS ในสิ่งมีชีวิตอ่ืน จึงตั้งชื่อวา CrPCS1 และ CrPCS2  อยางไรก็ตาม เม่ือ
ผูวิจัยพยายามลดการแสดงออกของยีนทั้งสองเพ่ือศึกษาความเปลี่ยนแปลงของลักษณะทาง
พันธุกรรรมที่เปนผลลัพธ โดยใชเทคนิค antisense-mediated gene silencing และ artificial 
mircroRNA-mediated gene silencing ซ่ึงใชกันแพรหลาย แมวาจะได transformants แตก็ยัง
ไมพบสาหรายที่มีระดับการแสดงออกของ RNA ที่นอยลง คาดวาอาจเกิดจากประสิทธิภาพที่ต่ํา
ของเทคนิคดังกลาวใน C. reinhardtii และมีความเปนไปไดสูงวาอาจเกิดจากความผิดพลาดของ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทั้งสองที่ปรากฏในฐานขอมูลที่ใชดวย จึงจะตองมีการตรวจสอบถึง
ปญหานี้ และสํารวจ transformants ของสาหรายที่ไดจํานวนมากขึ้นตอไป  นอกจากน้ี ในการ
คัดแยกสาหรายพันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม พบพันธุกลายจํานวน 2 สาย
พันธุ การศึกษาถึงยีนที่เกิดการกลายพันธุและกลไกที่บกพรองจะชวยเพิ่มความเขาใจถึงกลไกที่
มีผลตอความทนทานและการสะสมแคดเมียมของสาหรายในอนาคต  ในการศึกษาชวงที่สาม ซ่ึง
สืบเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแนวทางวิจัย ผูวิจัยไดศึกษาศักยภาพของสาหรายสีเขียวอีกชนิด คือ 
Chlorella vulgaris ในการดูดซับโลหะหนักเพ่ือปรับปรุงคุณภาพน้ํา และในการผลิตไขมันที่อาจ
นําไปใชผลิตไบโอดีเซลควบคูกัน พบวา C. vulgaris มีศักยภาพสูงในการดูดซับแคดเมียม 
ทองแดง และสังกะสี โดยในเกือบทุกกรณีที่ทดสอบ สามารถลดระดับโลหะใหต่ํากวามาตรฐานที่
กําหนดสําหรับนํ้าทิ้ง และในขณะเดียวกัน สามารถผลิตไขมันรวมไดใกลเคียงกับสาหรายขนาด
เล็กที่จัดไดวามีศักยภาพสูง จึงควรไดรับการสนับสนุนและพัฒนาตอไป 
 
 
 
 



 

เน้ือหางานวิจัย 
 
1. วัตถุประสงค 
 
1.1 เพ่ือศึกษาผลของความเขมขนแคดเมียมภายนอกเซลลตอการเจริญ การสะสมของ
แคดเมียมภายในเซลล และกลไกการเกิดพิษ ในสาหราย C. reinhardtii  
 
1.2 เพ่ือศึกษาบทบาทและหนาที่ของยีน phytochelatin synthase (PCS) ในสาหราย C. 
reinhardtii 
 
1.3 เพ่ือคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลาย (mutant) ที่สูญเสียความทนทานตอ
แคดเมียม 
 
1.4 (วัตถุประสงคใหม ตามที่ไดรับอนุมัติใหเปลี่ยนแนวทางการวิจัย) เพ่ือศึกษาศักยภาพของ
สาหราย Chlorella vulgaris ในการบําบัดโลหะหนัก ควบคูกับการผลิตไขมันเพ่ือสังเคราะหไบโอ
ดีเซล 
 

2. วิธีการทดลอง 
 
2.1 ความเขมขนภายนอกเซลลของแคดเมียม ที่มีผลตอการสะสมของแคดเมียมภายใน
เซลลและการเจริญของสาหราย C. reinhardtii 
 
2.1.1 การเพาะเลี้ยงสาหรายและการวัดการเจริญเติบโต 

สาหราย C. reinhardtii สายพันธุ CC-503 ไดมาจาก ผศ.ดร.กิตติศักด์ิ หยกทองวัฒนา 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ในการทดลอง เลี้ยงสาหรายในอาหาร
เหลวสูตร TAP (Gorman and Levine, 1965) ในขวดรูปชมพูบนเครื่องเขยาที่ประมาณ 125 
รอบตอนาที ใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตที่มีความเขมแสงประมาณ 5,000 lux ตอเน่ือง
ตลอด 24 ชั่วโมง อุณหภูมิของหองปฏิบัติการอยูในชวง 25±2 องศาเซลเซียส ความขุนของ
เซลลเริ่มตนประมาณ OD750nm = 0.05 เลี้ยงสาหรายเปนเวลา 24 ชั่วโมงหลังจากน้ันเติม CdCl2 
ที่ระดับความเขมขนที่กําหนด และติดตามผลการเจริญเติบโตของสาหรายที่เวลา 0, 0.5, 3, 6, 
24, 48 และ 72 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม จากคาความขุน (OD750nm) ของอาหารที่
เพ่ิมขึ้น และแปลงเปนคาความหนาแนนของเซลลโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน นําขอมูล
ที่ไดมาคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate; μ) ตามสมการที่ (1) 

 



 

           (1) 
โดย N1 และ N2 เปนคา OD750nm ที่เวลา t1 และ t2 (วัน) ตามลําดับ 
 
2.1.2 การวัดปริมาณคลอโรฟลล 
 ตัวอยางเซลลในอาหารเลี้ยงปริมาตร 1 ml ที่เวลาตางๆ ถูกนํามาตกตะกอนในหลอดปน
เหวี่ยงขนาด 1.5 ml และปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 นาที แยกนําเซลลที่ไดมาเติม 1 ml 80% 
acetone ทิ้งไวประมาณ 30 นาที แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 นาที นําสารละลายที่ได
ไปวัดคาความดูดกลืนแสงที่ 720 nm, 663.2 nm, 646.8 nm, 645 nm และ 470 nm นําไป
คํานวณหาคา Chlorophyll content (mg/ml) ตามสมการของ Arnon (1949) 
 
2.1.3 การวัดปริมาณแคดเมียมสะสม 
 ตัวอยางเซลลในอาหารเลี้ยงปริมาตร 20 ml ที่เวลาตางๆ ถูกนํามาตกตะกอนดวยการ
ปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 นาที แลวลางแคดเมียมที่ติดอยูบริเวณภายนอกเซลลดวย 10 ml 5 
mM EDTA ทิ้งไว 10 นาที ซํ้า 3 คร้ัง จากน้ันนําเซลลมายอยดวย 5 ml concentrated nitric 
acid และนําไปวัดปริมาณแคดเมียมดวยเครื่อง flame atomic absorption spectrophotometer 
(FAAS) เทียบกับสารละลายมาตรฐาน 
 
2.1.4 การวัดจํานวนเซลลเปนและเซลลตาย 
 ตัวอยางเซลลปริมาตร 90 μl  ที่เวลาตางๆ ถูกนํามายอมโดยการเติมสียอม Plant Cell 
Viability Assay kit (Sigma) ซ่ึงประกอบดวย fluorescein และ propidium Iodine ที่ความ
เขมขน 10X ปริมาตร 10 μl ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 2 นาที แลวนํา 10 μl มานับ
จํานวนเซลลดวยกลอง Fluorescent microscope เซลลเปนคือเซลลที่เรืองแสงสีเขียวภายใต 
FITC band pass filter และเซลลตาย คือเซลลที่เรื่องแสงสีแดงภายใต TRITC band pass filter 
 
2.1.5 การวัดระดับ malondialdehyde (MDA) 
 ตัวอยางเซลลในอาหารเลี้ยงปริมาตร 10 ml ที่เวลาตางๆ ถูกนํามาวัดปริมาณ MDA 
เพ่ือบงชี้ระดับ lipid peroxidation ดวยการทําปฏิกิริยากับ thiobarbituric acid ตามวิธีของ 
Baroli et al. (2003) โดยการเติม butylated hydroxytoluene ที่ความเขมขน 0.01% (w/v) เพ่ือ
หยุดกระบวนการ lipid peroxidation จากน้ัน ตกตะกอนเซลลดวยการปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 
นาที 4°C และนําตะกอนเซลลมาทําปฏิกิริยากับ 1.8 mL trichloroacetic acid/thiobarbituric 
acid reagent ในอางนํ้าเดือดเปนเวลา 45 นาที นํามาปนเหวี่ยงอีกคร้ังและนํา supernatant มา
วัดคาดูดกลืนแสงที่ 440, 532 และ 600 nm นําคาที่ไดมาคํานวณปริมาณ MDA ตามสมการของ 
Hodges et al. (1999)  
 



 

 
2.2 การศึกษาบทบาทและหนาที่ของ PCS ในสาหราย C. reinhardtii 
 
2.2.1 ยีน CrPCS1 และ CrPCS2 และความสัมพันธทางวิวัฒนาการกับยีนในสิ่งมีชีวิต
ใกลเคียง 
 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 หาจากการใช keyword และ
โปรแกรม tblastn ในฐานขอมูล GenBank (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และ Phytozome 
(www.phytozome.net/) ดวยการเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน PCS จากพืชและ
ยีสตซ่ึงมีรายงานของการคนพบยีนชนิดน้ีแลว ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CrPCS1 ที่ใชตรงกับ
ขอมูลของยีน Cre07.g319500  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CrPCS2 ตรงกับ g15171.t1 และ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CBLP ตรงกับ Cre06.g6364 ในฐานขอมูล Phytozome 
 Amino acid sequence alignment และ phylogenetic tree ทําดวยโปรแกรม 
Clustalw2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) Genbank accession number ของ 
AtPCS1 AtPCS1 และ SpPCS1 ตรงกับ NP_199229 NP_171894 และ NP_593552 
ตามลําดับ ลําดับกรดอะมิโนของ putative PCS genes ของ Volvox carteri ไดจากฐานขอมูล 
Phytozome  
 
2.2.2 การแสดงออกของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ในสาหราย C. reinhardtii  

Total RNA สกัดไดจากเซลลสาหราย C. reinhardtii ที่เลี้ยงในอาหาร TAP เปนเวลาตางๆ 
กันตามกําหนด ดวย Tirzol reagent (Invitrogen) และวัดความเขมขนดวยเคร่ือง Nanodrop 
(Thermo Scientific) จากน้ันเปลี่ยน 0.2 μg mRNA ใหเปน cDNA ดวยเอ็นไซม ImProm-II 
reverse transcriptase (Promega) นํา total cDNA ที่ไดมาทําปฏิกริยา PCR ดวยเอนไซม 
GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega) โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของ primer และ 
annealing temperature ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ที่ความเขม MgCl2 เทากับ 2.5 mM 

 
ตารางที่ 2.1 Primers ที่ใชในการวิเคราะหการแสดงออกของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ดวย
เทคนิค RT-PCR  
Target 
Gene 

Direction Primer Sequence Product 
size(bp) 

Ta 
(°C) 

CrPCS1 forward 5'-CGAGCCAGACGGAGTCAACA-3'  149 58 
 reverse 5'-TTCGGGGCAGGAGAACTCAA-3'   
CrPCS2 forward 5'-TCTTCGCGTCCTCGCCGGTA-3' 141 60 
 reverse 5'-CAACCGCCACCGCACTGCTA-3'   
CBLP forward 5'-GCCACACCGAGTGGGTGTCGTGCG-3' 201 60 
 reverse 5'-CGCTGTGCGCCTCGGGCGGCAAGG-3'   

    
 
 



 

2.2.3 การศึกษา heterologous expression ของยีน CrPCS1 ในยีสต Saccharomyces 
cerevisiae  
 การโคลนยีน CrPCS1 ทําโดยการนํา total cDNA จากเซลล C. reinhardtii ที่ไดขางตน
มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR เพ่ือนํามาแทรกในพลาสมิด p425-GPD ที่ตําแหนง 
restriction site SpeI และ SalI โดยในเบื้องตน ผูวิจัยใช primers F2 และ F3 (ภาพที่ 2.1) 
ควบคูกับการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและความเขมขนของ MgCl2 แตก็ยังไมสามารถตรวจพบชิ้น
ดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตของ PCR ที่คาดหวัง จึงเปลี่ยนไปใช คู primer ที่ควรใหชิ้นดีเอ็นเอที่เล็ก
ลง คือ F2 + F5 และ F4 + F3 แตก็ยังไมสามารถตรวจพบชิ้นดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตของ PCR ที่
คาดหวัง จึงไมสามารถดําเนินการวิจัยตอไปได    
 
2.2.4 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
ดวยวิธีการ antisense RNA-mediated gene silencing 

การโคลนดีเอ็นเอสวนที่เปนบริเวณเปาหมายของ CrPCS1 ทําโดยการนํา total cDNA 
จากเซลล C. reinhardtii ที่ไดขางตนมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ดวย คู primer  
5'-TCTTCAAACTGATGGAGCAATTC-3' และ 5'-GGACACCACGATGTGTTCCT-3' โดยใช 
annealing temperature เทากับ 54°C และความเขมขน MgCl2 เทากับ 2.5 mM โคลนชิ้น DNA 
ใน pGEM-T Easy (Promega) แลวจึงยายชิ้นดีเอ็นเอสู pSL18 โดยใช EcoRI restriction site 
ที่พบบน pGEM-T Easy เลือกเฉพาะ recombinant DNA construct ที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอแทรกที่
ทิศของ CrPCS1 สวนกับทิศของ PsaD promoter บน pSL18 (ภาพที่ 2.2) แลวนําเขาสูเซลล
สาหราย C. reinhardtii ดวยวิธี glass bead transformation (Kindle, 1990) เลือกโคโลนีที่เจริญ
ไดบนอาหารวุนสูตร TAP ที่เติม 10 μg/m paromomycin มาเลี้ยงในอาหารเหลว TAP แลว
วิเคราะหระดับการแสดงออกของ CrPCS1 mRNA ดวยเทคนิค RT-PCR ดังอธิบายขางตน 
 
2.4.5 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
และ CrPCS2 ดวยวิธีการ artificial microRNA-mediated gene silencing 
 โปรแกรม Designer ใน WMD3 – Web MicroRNA Designer 
(http://wmd3.weigelworld.org/) ถูกใชในการออกแบบบริเวณเปาหมาย (target region) บนยีน 
CrPCS1 และ CrPCS2 และออกแบบ oligonucleotide ที่เม่ือนํามาเขาคูและโคลนภายใต 
promoter เพ่ือแสดงออกภายในเซลลสาหรายแลวจะได short hairpin RNA (shRNA) ที่จะถูก
เซลลยอยใหเปน small interfering RNA (siRNA) ตอไป โดยเลือกลําดับนิวคลีโอไทดหน่ึงที่คาด
วาจะสามารถลดการแสดงออกของ CrPCS1 (target ที่ตําแหนง +723 จาก start codon)  และ
อีกลําดับหนึ่งที่คาดวาจะสามารถลดการแสดงออกของ CrPCS2 (target ที่ตําแหนง +2202 จาก 
start codon) ทําการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการเขาคูกันของ oligonucleotides (สังเคราะห
โดยบริษัท Macrogen, ประเทศเกาหลีใต) ลงในพลาสมิด pChlamiRNA3 ที่บริเวณ SpeI 
restriction site ภายใตการแสดงออกของ PsaD promoter แลว transform เขาสูเซลลสาหราย 



 

C. reinhardtii CC-503 (ภาพที่ 2.3) เลือกโคโลนีที่เจริญไดบนอาหารวุนสูตร TAP ที่เติม 10 
μg/m paromomycin มาเล้ียงในอาหารเหลว TAP แลววิเคราะหระดับการแสดงออกของ 
CrPCS1 และ CrPCS2 mRNA ดวยเทคนิค RT-PCR ดังอธิบายขางตน 
 

 
 
ภาพที่ 2.1 แผนการโคลน CrPCS1 coding sequence สูพลาสมิด p425-GPD เพ่ือแสดงออกใน
ยีสต Saccharomyces cerevisae โดยโคลนดวยเทคนิค RT-PCR ที่ใช primers F2 + F3 ใน 
one-step cloning หรือ primers F2 + F5 และ F4 + F3 และนําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดมาตอกันดวย 
ApaI restriction site ใน two-step clone 



 

 

 

 
ภาพท่ี 2.2 แผนผังแสดงวิธีการสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ 
CrPCS1 ดวยวิธีการ antisense RNA-mediated gene silencing 

Transformation 
to C. reinhardtii



 

 

 
 
ภาพที่ 2.3 แผนผังแสดงวิธีการสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ 
CrPCS1 ดวยวิธีการ amiRNA-mediated gene silencing 
 
 

5′
5′

SpeI

pChlamiRNA3

ProPsaD

PCS amiRNA PCS mRNA Degraded PCS mRNA

suppression process in C. reinhardtii transformants

CrPCS1

Target Region 5'-TTTTCGCTTGTAGAAGGTCTT-3'

Forward Oligo ctagtAAGACCTTCTACAAGCCAAAAtctcgctgatcggcaccatgggggtggtggtgatcagcgctaTTTTCGCTTGTAGAAGGTCTTg

Reverse Oligo ctagcAAGACCTTCTACAAGCGAAAAtagcgctgatcaccaccacccccatggtgccgatcagcgagaTTTTGGCTTGTAGAAGGTCTTa

CrPCS1/CrPCS2

Target Region 5'-TATGTTGGTGAAACGGAGCTC-3'

Forward Oligo ctagtGAGCTCCGTTTCACCGGCATAtctcgctgatcggcaccatgggggtggtggtgatcagcgctaTATGTTGGTGAAACGGAGCTCg

Reverse Oligo ctagcGAGCTCCGTTTCACCAACATAtagcgctgatcaccaccacccccatggtgccgatcagcgagaTATGCCGGTGAAACGGAGCTCa



 

2.3 การคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลาย (mutant) ที่สูญเสียความทนทานตอ
แคดเมียม 
 
2.3.1 การสรางประชากรพันธุกลาย (mutant population) ดวยวิธี UV mutagenesis 
 สาหราย C. reinhardtii สายพันธุ CC-503 ถูกนํามาเลี้ยงในอาหาร TAP จนถึง mid-log 
phase สาหรายในอาหารเลี้ยงปริมาตร 5 ml ที่ปรับความหนาแนนใหไดประมาณ 5 x 106 

cell/ml ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ ถูกนํามาวางใตหลอดไฟ UV germicidal lamp (GE Energy, 
ประเทศญ่ีปุน) ที่ระยะหาง 40 cm ภายในตูปลอดเชื้อ เปนเวลาตางๆ กันระหวาง 0 ถึง 20 นาที 
แลวนําสาหรายไปเก็บในที่มืดประมาณ 12 ชั่วโมง กอนนํามา plate ในอาหารวุน TAP เปนเวลา 
7 วัน เพ่ือนับโคโลนีของสาหรายที่รอดชีวิต เทียบกับสาหรายที่ไมไดรับแสง UV (0 นาที) เพ่ือ
คํานวณระยะเวลารับแสงที่ทําใหสาหรายรอดชีวิตที่อัตรา 10%   
 
2.3.2 การสรางประชากรพันธุกลาย (mutant population) ดวยวิธี insertional 
mutagenesis 
 เซลลสาหราย C. reinhardtii สายพันธุ CC-503 ถูกนํามา transform ดวย pSL18 พลาส
มิดโดยวิธี glass bead transformation ดังอธิบายขางตน เลือกโคโลนีที่เจริญไดบนอาหารวุน
สูตร TAP ที่เติม 10 μg/m paromomycin มาศึกษาตอไป 
 
2.3.3 การคัดแยกสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม
  
 โคโลนีสาหรายที่ผานการกลายพันธุดวยแสง UV หรือผานการ transform ดวย pSL18 
ถูกนํามาเลี้ยงตอในอาหารเหลว TAP ใน 94-well plate เปนเวลา 14 วัน ใหไดหัวเชื้อสาหราย
เขมขน หยดสาหรายปริมาตร 5 μl ลงบนอาหารวุน TAP ที่เติม 50 μM CdCl2 เลี้ยงเปนเวลา 7 
วัน  สังเกตการเจริญจากขนาดและความเขมของโคโลนีเปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม (wild 
type) ในอาหารเลี้ยงเดียวกัน เพ่ือคัดแยกพันธุกลายที่เจริญไดชากวาอยางชัดเจน  
 
2.4 การศึกษาศักยภาพของสาหราย C. vulgaris ในการบําบัดโลหะหนัก ควบคูกับการผลิต
ไขมันเพื่อสังเคราะหไบโอดีเซล  
 
2.4.1 การเพาะเลี้ยงสาหรายและการวัดการเจริญเติบโต 

 สาหราย C. vulgaris var. vulgaris ไดมาจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย (วว.) เลี้ยงสาหรายในอาหารเหลวสูตร BG-11 (Allen and Stanier, 1968) ใน
ขวดรูปชมพู โดยใหอากาศท่ีผานการกรองผานเยื่อขนาด 0.45 μM และใหแสงจากหลอดฟลูออ
เรสเซนตที่ มีความเขมแสงประมาณ 5,000 lux ตอเน่ืองตลอด 24 ชั่วโมง อุณหภูมิของ



 

หองปฏิบัติการอยูในชวง 25±2 องศาเซลเซียส และใหอากาศโดยเครื่องปมอากาศที่อัตรา
ประมาณ 1 ml ตออาหารเลี้ยง 1 ml ดวยอากาศปกติ  

ในการศึกษาความเปนพิษของแคดเมียม ทองแดง และสังกะสี เลี้ยงสาหรายในอาหาร
เหลว 200 ml ในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml เติมโลหะสารสารละลายโลหะเขมขน ดังน้ี  

Cd(NO3)2 ที่ความเขมขน 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 และ 25 μM  
CuSO4

 ที่ความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 μM  
ZnCl2 ที่ความเขมขน 0, 10, 50, 250, 500 และ 1,000 μM  

โดยใหมีคาความขุนของเซลลในอาหารเริ่มตนที่ OD680nm เทากับ 0.05 หรือเปรียบเทียบเปน
ความหนาแนนของเซลลเริ่มตนประมาณ 3 ลานเซลลตอมิลลิลิตร ติดตามผลการเจริญดวยการ
บันทึกคา OD680nm ตลอดระยะการเลี้ยง และนําขอมูลชวง log phase มาคํานวณอัตราการเจริญ
จําเพาะ (μ) ตามสมการที่ (1)  
 
2.4.2 การวัดปริมาณโลหะหนักที่สะสมในเซลล โลหะหนักที่เหลือในอาหาร และผลผลิต
ไขมัน 

สาหรายถูกเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11 ปริมาตร 400 ml ในขวดรูปชมพูขนาด 500 ml 
เติมโลหะหนักใหมีความเขมขนสุดทาย ดังน้ี  

 Cd(NO3)2 ที่ความเขมขน 2.5 และ 30 μM  
 CuSO4 ที่ความเขมขน 1 และ 5 μM  
 ZnCl2 ที่ความเขมขน 4 และ 80 μM  
ใหความหนาแนนเริ่มตนของสาหรายประมาณ 3 ลานเซลลตอมิลลิลิตร ภายใตสภาวะ

การเลี้ยงและติดตามการเจริญเชนเดียวกันขางตน เม่ือสาหรายอายุครบ 7 วัน นําสาหรายไปปน
เหวี่ยง เชนเดียวกับขางตน เพ่ือแยกสวนที่เปนเซลลและสวนอาหารเลี้ยง สวนที่เปนเซลล
สาหรายนําไปลางดวยอาหารเปลา 1 คร้ัง นําเซลลที่ไดไปทําใหแหงดวยเคร่ือง freeze dryer 
และเก็บชีวมวลแหงใน desiccator กอนชั่งนํ้าหนักเพ่ือวัดผลผลิตชีวมวล แยกตัวอยางเซลลที่
ทราบน้ําหนักมาสกัดไขมันและวัดปริมาณโลหะหนักสะสม สวนอาหารเหลว นําไปวิเคราะห
ปริมาณโลหะหนักที่คงเหลือ 

การสกัดนํ้ามันจากชีวมวลสาหรายใชวิธีของ Bligh & Dyer (1959) โดยนํามวลสาหราย
แหงน้ําหนัก 80 mg ผสมกับตัวทําละลาย chloroform:methanol ในอัตราสวน 1:2 ทําใหเซลล
แตกโดยใชเคร่ือง sonicator 30 นาที แยก supernatant มาระเหยตัวทําละลายระเหยจนแหง 
แลวจึงนําไปชั่งนํ้าหนักเพ่ือคํานวณปริมาณไขมันตอน้ําหนักแหง และคํานวณผลผลิตชีวมวล 
(lipid productivity) ตามสมการที่ (2) 

 
 

     (2) 



 

 
 การวิเคราะหปริมาณโลหะหนัก ทําโดยการยอยมวลสาหรายแหงประมาณ 20 มิลลิกรัม 
ดวยกรด conconcentrated nitric:perchloric acid ในอัตราสวน 1:3 หรือสวนที่เปนอาหารยอย
ดวยกรด conconcentrated nitric acid นําไปวัดปริมาณโลหะดวยเคร่ือง flame atomic 
absorption spectrophotometer (FAAS) เทียบกับสารละลายมาตรฐาน คํานวณปริมาณโลหะที่
ถูกกําจัด (metal removal) จากอาหารเลี้ยงดวยสมการ (3) 
 

 
      (3) 
 

โดย Ci และ Cf เปนคาความเขมขนของโลหะในอาหารที่เวลาเริ่มตนและเวลาสุดทาย ตามลําดับ 
 
3. ผลการทดลอง 
 
3.1 ความเขมขนภายนอกเซลลของแคดเมียม ที่มีผลตอการสะสมของแคดเมียมภายใน
เซลลและการเจริญของสาหราย C. reinhardtii 
 ในการศึกษาเบื้องตนเพ่ือทดสอบผลของความเขมขนแคดเมียมตอการเจริญของ
สาหราย C. reinhardtii CC-503 ผูวิจัยมีวัตถุประสงคที่จะหาชวงความเขมขนของแคดเมียมที่มี
ผลตอการเจริญของสาหราย โดยไดเลี้ยงเซลลสาหรายในอาหารเหลวสูตร TAP กําหนดใหความ
ขุนของเซลลเริ่มตนประมาณ OD750nm = 0.05 และเลี้ยงสาหรายเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก
น้ันเติม CdCl2 ที่ระดับความเขมขน 0, 250, 500, 750 และ 1000 μM และติดตามการ
เจริญเติบโตของสาหรายโดยการวัดคา OD750nm ซ่ึงแปรผันตรงกับความหนาแนนของเซลล ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวาความเขมขนของ CdCl2 ที่เพ่ิมขึ้นสงผลใหสาหรายเจริญไดชาลง 
(ภาพที่ 3.1) เม่ือนํากราฟการเจริญมาคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (maximum specific 
growth rate, μmax) พบวา ความเขมขนของแคดเมียมที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
สาหรายไดประมาณ 5% และ 50% คือ ประมาณ 250 μM และ 1000 μM CdCl2ตามลําดับ 
(ภาพที่ 3.2) 
 



 

ภาพที่ 3.1 ความเขมขนของแคดเมียมที่มีผลตอการเจริญของสาหราย C. reinhardtii ที่เลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเหลว TAP 
 
 

 
ภาพที่ 3.2 ผลของแคดเมียมในอาหารเลี้ยง TAP ที่มีผลตออัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดสาหราย 
C. reinhardtii  
 
 ในการศึกษาระดับการสะสมของแคดเมียมในเซลล สาหราย C. reinhardtii CC-503 ถูก
นํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเหลว TAP ที่ความขุนของเซลลเร่ิมตนประมาณ OD750nm = 0.05 เปน
เวลา 24 ชั่วโมงเชนเดียวกันกับการทดลองขางตน จากน้ันเติม CdCl2 ลงในอาหารที่ระดับความ
เขมขน 0, 250, และ 1000 μM ซ่ึงตามผลการทดลองขางตนเปนความเขมขนที่กอใหเกิดพิษกับ
สาหรายในระดับประมาณ IC5 และ IC50  หลังจากที่เติมแคดเมียมแลวเปนเวลา 0.5, 3, 6, 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง จึงวัดการเจริญของสาหรายดวยคา OD750nm และเก็บเซลลปริมาตร 20 ml 
ลางเซลลดวย 5 mM EDTA แลวนําไปวัดปริมาณแคดเมียมสะสมดวยเครื่อง atomic absorption 
spectrophotometer จากผลการทดลองพบวาหลังจากเติม CdCl2 ที่ความเขมขน 250, และ 
1000 μM สงผลใหสาหรายมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดลดลง 10% และ 50% ตามลําดับ 
เทียบกับคาที่ไดจากการเลี้ยงแบบไมเติมแคดเมียม (ภาพที่ 3.3) ซ่ึงใกลเคียงระดับการยับยั้งใน



 

การทดลองเดิมขางตน  เม่ือพิจารณาปริมาณแคดเมียมสะสมตอนํ้าหนักแหงของเซลล พบวามี
ปริมาณแคดเมียมในเซลลมีแนวโนมสูงขึ้นเปนชวงระยะเวลาหนึ่ง หลังจากนั้นจึงมีระดับที่ลดลง 
โดยที่ความเขมขน 250 μM CdCl2 ในอาหารเลี้ยง การสะสมของแคดเมียมลดระดับลงหลังจาก 
6 ชั่วโมง และที่ 1000 μM CdCl2การสะสมของแคดเมียมลดระดับลงหลังจาก 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 
3.4) โดยสาเหตุของการลดระดับลงนี้ยังไมเปนที่ทราบแนชัด แตอาจเกิดจากอัตราการนํา
แคดเมียมเขาสูเซลลลดลง หรือมีอัตราการขับออกนอกเซลลที่สูงขึ้น 
 

 
ภาพที่ 3.3 การเจริญเติบโตของ C. reinhardtii ในอาหารเหลว TAP ที่เติม 250, และ 1000 μM 
CdCl2 ที่ชั่วโมง 24 
 

ภาพที่ 3.4 ปริมาณแคดเมียมในเซลล C. reinhardtii ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TAP หลังการเติม 
250 และ 1000 μM CdCl2 (ที่ชั่วโมง 24) 
 
 เพ่ือศึกษาวาแคดเมียมที่สะสมภายในเซลลสาหรายสงผลใหสาหรายมีอัตราการเจริญ
ลดลงไดอยางไร ผูวิจัยไดทดลองวัดผลกระทบของการสะสมแคดเมียมตอปจจัยที่มีความสําคัญ
ตอการเจริญของสาหราย ไดแก ความสามารถในการสังเคราะหดวยแสง (วัดจากปริมาณรงค



 

วัตถุ), ความเสียหายที่เกิดกับโครงสรางเซลล (membrane peroxidation) และจํานวนเซลลที่
ตาย (non-viable cell) โดยในการศึกษาผลของแคดเมียมตอปริมาณคลอโรฟลล (คลอโรฟลล เอ 
+ คลอโรฟลล บี) พบวาปริมาณคลอโรฟลลมีระดับต่ําลงหลังจากเติมแคดเมียมลงในอาหารเลี้ยง
เปนเวลา 24 ชม. (ภาพที่ 3.5) โดยการเติม 250 μM CdCl2 ทําใหปริมาณคลอโรฟลลลดลง 30-
40% ในชวงแรก และปริมาณคลอโรฟลลมีแนวโนมที่จะเพ่ิมกลับสูงขึ้นในภายหลัง ในทาง
ตรงกันขาม การเติม 1,000 μM CdCl2 ทําใหเซลลสูญเสียคลอโรฟลลเกือบทั้งหมดและไม
สามารถฟนตัวไดอีกเลย จึงสามารถสรุปไดวาการเจริญของสาหรายที่ลดลงหลังการเติม
แคดเมียมในอาหารเลี้ยงทั้งสองความเขมขน สวนหนึ่งเกิดจากความสามารถในการสังเคราะห
ดวยแสงของสาหรายที่ลดลง 

  
ภาพท่ี 3.5 ผลของแคดเมียมในอาหารเลี้ยง TAP ที่มีผลตอปริมาณคลอโรฟลลรวมในสาหราย 
C. reinhardtii ที่เวลาตางๆ หลังการเติม 250 และ 1,000 μM CdCl2  
 
 เพ่ือทดสอบสมมติฐานวาการเจริญที่ลดลงของสาหรายที่สะสมแคดเมียม สวนหนึ่งเกิด
จากการท่ีแคดเมียมกอใหเกิดความเสียหายตอโครงสรางตางๆ ของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
cell membrane ซ่ึงเปนโครงสรางที่อยูใกลเคียงมากที่สุดกับแคดเมียมความเขมขนสูง ซ่ึงความ
เสียหายเหลาน้ีอาจทําใหสาหรายไมสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที่ หรือแมกระทั้งทําใหเซลล
สาหรายมีอัตราการตายที่สูงขึ้นได ผูวิจัยจึงไดดําเนินการปริมาณของ malondialdehyde (MDA) 
ซ่ึงเปนสารที่เกิดจากการออกซิไดซของไขมันอ่ิมตัว (polyunsaturated lipids) ในเยื่อหุมเซลล
โดยอนุมูลอิสระ (free redicals) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา สาหรายที่เลี้ยงในอาหาร TAP 
ปกติมีปริมาณ MDA ต่ําและคงที่ตลอดระยะเวลาการเลีย้ง ในขณะที่สาหรายที่เลี้ยงในอาหารเตมิ 
250 μM CdCl2 มีปริมาณ MDA สูงขึ้นอยางตอเน่ืองและมากที่สุดในช่ัวโมงที่ 12 จากนั้นระดับ 
MDA จึงคอยๆ ลดลงสูระดับปกติที่ชั่วโมงที่ 48 (ภาพที่ 3.6) ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณแคดเมียม
ในเซลลที่ลดลง ณ เวลานั้น (ภาพท่ี 4) และปริมาณคลอโรฟลที่เร่ิมกลับสูงขึ้น (ภาพที่ 3.5) สวน
ปริมาณ MDA ในสาหรายที่เลี้ยงในอาหารเติม 1,000 μM CdCl2 น้ันมีปริมาณสูงขึ้นเทียบกับ



 

สาหรายที่เลี้ยงในอาหารปกติ และปริมาณ MDA คงอยูในระดับสูงกวาปกติตลอดระยะเวลาการ
ทดลอง แตทั้งน้ี ปริมาณ MDA อยูในระดับที่ต่ํากวาสาหรายที่เลี้ยงในอาหารเติม 250 μM CdCl2 
ซ่ึงเปนผลการทดลองที่ผิดไปจากความคาดหวัง ซ่ึงอาจอธิบายไดจากการที่เซลลสาหรายในกลุม
น้ีไดรับพิษในระดับที่สูงมากจนเกิดการตายหรือเกิดปฏิกิริยาอ่ืนๆ ที่ไมสามารถคาดเดาได จน
ทําใหผลการทดลองคลาดเคลื่อนไป   
 

 
ภาพที่ 3.6 ผลของแคดเมียมในอาหารเลี้ยง TAP ที่มีผลตอระดับ malondialdehyde (MDA) ที่
เกิดในสาหราย C. reinhardtii ที่เวลาตางๆ หลังการเติม 250 และ 1000 μM CdCl2  
 

 
ภาพที่ 3.7: สัดสวนของเซลลเปน (viable cell) และ เซลลตาย (non-viable cell) จากการยอมสี 
Fluorescent และ Propidium iodine เซลลที่เลี้ยงในอาหารเติม CdCl2 ที่ระดับความเขมขน 0, 
250, และ 1000 μM ที่เวลา 0, 3, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง     
 



 

 เพ่ือทดสอบสมมติฐานวา พิษจากแคดเมียมนอกจากจะลดอัตราการเจริญของสาหราย
แลว ยังสามารถทําใหเซลลสาหรายถึงกับตายได โดยเฉพาะที่ความเขมขน 1,000 μM CdCl2 
ผูวิจัยจึงไดวัดจํานวนเซลลที่ยังมีชีวิตอยู (viable) และเซลลตาย (non-viable) ดวยเทคนิคการ
ยอมเซลลดวยสี Fluorescein and Propidium Iodine ซ่ึงเซลลที่มีชีวิตอยูจะเห็นฟลูออเรสเซนตสี
เขียวของ Fluorescein ในขณะท่ีเซลลตายแลวจะเห็นฟลูออเรสเซนตสีแดงของ Propidium Iodine  ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวาสาหรายที่ไดรับ 250 μM CdCl2 มีสัดสวนของเซลลที่ตายเพ่ิมมากขึ้น
ตั้งแตชั่วโมงที่ 24 ในขณะที่สาหรายที่ไดรับ 1,000 μM CdCl2 น้ัน พบเซลลตายตั้งแตชั่วโมงที่ 3 
และไมเหลือ viable cell เลยเม่ือถึงชั่วโมงที่ 24 ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองอื่นๆ ที่แสดงให
เห็นวา แคดเมียมที่ความเขมขน 1,000 μM สงผลใหเกิดพิษอยางรายแรงตอเซลลสาหราย 
 
3.2 การศึกษาบทบาทและหนาที่ของ PCS ในสาหราย C. reinhardtii 
 
3.2.1 การสํารวจจีโนมของ C. reinhardtii CC-503 เพื่อคนหาลําดับพันธุกรรมที่คลายยีน 
PCS 
 จากการคนหาลําดับนิวคลีโอไทดในจีโนมของสาหราย C. reinhardtii CC-503 ที่นาจะ
ตรงกับยีนที่สราง PCS พบลําดับนิวคลีโอไทดของ 2 ยีน ไดแก 

1. ยีนบนโครโมโซม 7 ตําแหนงที่ 1,027,380 ถึง 1,033,725 ซ่ึงกําหนดใหเปน CrPCS1 
(ภาพที่ 3.8) 

2. ยีนบนโครโมโซม 14 ตําแหนงที่ 3,331,597 ถึง 3,338,882 ซ่ึงกําหนดใหเปน CrPCS2 
(ภาพที่ 3.9) 
 เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนที่แปลงไดจากยีน CrPCS1 และ CrPCS2 มาเปรียบเทียบกับ
โปรตีน AtPCS1 จากพืชใบเลี้ยงคู Arabidopsis thaliana ซ่ึงไดมีการศึกษาบทบาทของยีน PCS 
ในพืชชนิดน้ีมาเปนอยางดี พบวาโปรตีน CrPCS1 และ CrPCS2 มีลําดับที่คลายกับ AtPCS1 
โดยมีตําแหนงกรดอะมิโนที่เหมือนกัน 35% และ 33% ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบลําดับ
กรดอะมิโนระหวาง CrPCS1 และ CrPCS2 พบวา มีตําแหนงที่เหมือนกันอยู 37% (ภาพที่ 
3.10) ขอมูลเหลาน้ีจึงเปนหลักฐานที่ชวยสนับสนุนวา ลําดับดีเอ็นเอทั้งสองที่พบในจีโนมของ C. 
reinhardtii น้ี นาจะท่ีจะตรงกับยีน PCS  และเม่ือศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ 
CrPCS1 และ CrPCS2 กับยีนในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่ทราบลําดับพันธุกรรมแลว (ภาพที่ 3.11) 
พบวาในจีโนมของ Volvox carteri ซ่ึงอยูในกลุมของสาหรายสีเขียว (Chlorophyceae) 
เชนเดียวกัน แตมีวิวัฒนาการเปนสิ่งมีชีวิตหลายเซลล ก็มี ortholog ของ CrPCS1 และ 
CrPCS2 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา CrPCS1 และ CrPCS2 มีตนกําเนิดมาตั้งแตยุคเร่ิมตนวิวัฒนาการ
ของสาหรายสีเขียว และการอนุรักษของยีนทั้งสองในกลุมสาหรายสีเขียวชวยสนับสนุน
สมมติฐานที่วา ยีน CrPCS1 และ CrPCS2 มีหนาที่จําเพาะและมีความสําคัญตอสาหรายกลุมน้ี 
อยางไรก็ตาม หนาที่ที่แทจริงของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 จะตองไดรับการยืนยันจาก
การศึกษาอยางละเอียดตอไป  



 

  
ATGAGCGCCGGTCGTGAGGGCCTACGACACCTCTCAGCAAGCTTGCTGAAGCAGCTCGTCGCCGCCGAA
CGGGTCGCGATAGCGACGCCGTCCATGCTGCCGGGTGCCCTGCCTCTTCCCGCCCACGCCGTGCCACGC
GCCCGCACGCGCGCTTTACTTACCACCCAGCGGCTCTTCGCGGCGATGCCGCAGACACAGCAGCATGCT
GCGACCGCCTCGGTCGCTGCAACGGAGCAGCTGAAGCCGGCGGATAGCGGTGCGGGCGCAACGAGCCAG
ACGGAGTCAACACCCATACAGCAGGGCTTCAGCATTCCCACACTCGCCACCGCGGCCGGCGCTCCCGCC
ACCGGGTTCAAGAAGACCTTCTACAAGCGAAAGCTGCCCTCACCCCCTGCAATTGAGTTCTCCTGCCCC
GAAGGCCGGCAGCTGTTCCAAGAGGCGCTCCTGGACGGCACCATGACCGGCTTCTTCAAACTGATGGAG
CAATTCAACACGCAGGACGAGCCGGCCTTCTGCGGTCTGGCGTCCCTGGCCATGACGCTCAACGCGCTG
TCCATTGACCCGCGCCGGACCTGGAAGGGCTCCTGGCGCTGGTTCCACGAGGCCATGTTGGACTGCTGC
AGGCCGCTGGACGCTGTGAAGGAGGAGGGCATCACCCTGTACCAGGCCTCCTGCCTGGCCCGCTGCAAC
GGCGCGCGGGTGGAGCTGGTGCCGTACGGCTCGGCCGGGCTGAGCCTGGAGCGCTTCCGTCGCGAGGTG
GAGGCGGTGTGCGGCAGCGGCGAGGAACACATCGTGGTGTCCTACAGCCGCAAGGCATTCCTGCAGACG
GGCGACGGGCACTTCAGCCCCATAGGCGGCTACCACCGCGGCCGCGACCTGGTGCTTGTGCTGGACGTG
GCTCGCTTCAAGTACCCACCGCACTGGGTGCCGCTGCCCATGCTGTACCACGGCATGTCGTACGTGGAC
AAGGTGACGGGCCGCCCGCGCGGCTACATGCGGCTGGCCTCCAACCCGCTGCTGGACAGCGTGCTGCTG
ACCTGCGACGTGCGCAGCGCGCCGGAGGACTGGCGGCCGGCGGAGGCGTTCGTGCGCTCCGGTGCGGCC
GCCCTGGTGCAGGATCTGGCGGCGGCTGGCGGCTTGAGCGCGGAGGCGGTTGTTCGCGCCGTGGTGGAC
GCCGCGCCCCTAGCGGCACTGGACACATTCCTGGTGGTCCGGTCCGGGGCGCCCATGGCGGCGGCGCCA
CCAGACCAGACCGGCGCCACCGCCGCCTCCGGCCACGTCTGCCCCGGGCCGCCGCCGCCTTCGGCGCCG
GCGGCGGGTGCAGGGGCGGGTGCGTTGGATGCGGCTGCGGGTCCGTTGGGGGCTGTGTGTGACACGCCA
GAGGCAATGGTGGCGGCAGTGCGGCGGGCGTCAGAGATGGGCAACGCGGCGGCAACGGACTTGGCGGCG
GCGACGGCCGCCGCCTCCGCGGCCTCCGCCGCTGGGCCCCCTGCTTCTTCCGCCGCCGGCAGCGCCCCT
GCCGTAGCCGCATCGACAAGTCCCAAAGCGAAGAAGGGCTGTGGCACTGGCAAGACGCCCTGCGGCTCT
GGCAGCTGCGGCACCTCCGCCGTGAGCACGGACGGCGGCGGCGGCGCTGCAGCCGCCGCCGCCGCCGCC
GCCAGCTGTAGCAGCACCACGATGATGGCGGCTGCTACTGCCATCTTCACGGCGCACGACCGCTGCATC
CCGATGGCGCAGCGGCAGCAGCTGCTGGACGAGCTGAAGGGCATGCCATTGTACGGCATAGTGTCAGCG
CACCTGACGGTGCGCCGCGCCGCAGCTACGAATGCCGACGGCGCAGCTGGCGCCGGCGCCGACGGCAGG
TCGGGCGTGTCAGCGGCGGAGGCGGAGGCGGATCGACGTGTGTTGCTGCACGGCGAGTACCTCACCGAG
AAGTTGGTGATGGCGCTGCTGCTGCAGCGGCCAGAGGCCTGGCCCTCCGCGCCGCCGCCGCCGCCGTCG
CCCGCGGCGGCGGCGCAAGCCGCCGCTGCCGCCGCCGCTGCGGCCGCCGCCGCGTCGGGCGCAGCGGCG
CCCGGATCGCCCACGGCAGCCGGCCCGGCGGCGGTGCCGGCGACGGCGCCTGGCGGCGGGGCGTGGGGC
TGGGCGGACCCGGCTGCGGGGCAGCAGTGGAGTGGTCTGGTGGGACTGGGCAACTACAATGTGGTGGAG
GCGGAGGCGGCCTACCTGCGGGAGCAGTTGGCGCACATCGACGAGGTGCTGCAGGGCGGCGACGTGACG
CGCACGTGTGGCGAGCACGTGCACCGCCTGGACTGCGCCGCACACGGCCACTGAGGCCCTGA 

 
ภาพที่ 3.8: ลําดับนิวคลีโอไทดของ CrPCS1 coding sequence   



 

ATGCCGAGCGCAAACCGTCGCACCTATTTTAAGCGGGAGCTGCCGGCTCCTGCGGTCGCCTTTTCATGC
GCAGAAGGCCGAGCTATCTTTGCCGAGGCCCTGGCGGCGGGGACCATGGTCGGATTCTTCCGACTTATT
GAGCAATTCACCACGCAGGAGGAGCCCCAGTACTGCGGGCTGGCGGCGTTGGTGGTGGCGCTGAACGCG
CTGGGCATTGACCCGCGCCGCACCTGGAAGGGCGCGTGGCGGTGGTGGGCGGAGACGATGCTGGACTGC
TGCAAGAGCCTGGAGGACATCCGGAGGGACGGCATCACCATGGGCCAGGTGGCCTGCCTGGCCCGCTGC
AACGGCGCTGACGTCAGCGTGCACCGCCACGGCGCCTTCGACCCGGCCGCGTTCCGGCGGCTGCTGGCG
GAGGTGTGCGCGGCAGAGGTGTTTCGCCAGTCGGGCGACGGGCACTTCAGCCCGCTGGGCGGCTACTGC
CCGGGCAGGGACATGGTGCTCATATTGGACGTGGCCCGCTTCAAGTACAGCCCCCACTGGGTGCGTGTG
GACGACCTGCTTGAAGCCATGGCACAGCCCGACCCGGCCATTGGCAAGCCGCGCGGCTTCCTGCTCCTG
GGCTGCCGCACGCCCCGCGAGTCCGCCCTCTTCATGCTGGACCCCGCGGTGGCGCCCCTGCCACGTCAG
CTGCCGCCCGCAGCACTTCGCTCGGCGCTACGGCCGGCGGCACCGGCTGTAGCAGCAGCGGCAGCGGCA
GCGGCAGTGGCGGCACCGCAGGCTGTGGCATCTGCGCCGCTGGCGCCGCCGGCGCTGGCGGGGGGTAGC
AGCGGCGATCTGGGGCCGGCGGCGGCGGCGCTCAGCAGTAGCAGTGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGC
TGGGGGTGCGGTCTGCTGGGGATGGGGATGGACAAGGCGGGAAGCTGTAGCAGCCTGAGCAGCCTGGGT
GGCTGTAGCATCAATGGCGGCGGCGGCGCGTCGCCGCGGCCTGGCGGCGGCGGCGGCAGTGCCGACGTG
GATGCGGACGCGGCGGCGGCGGCCGCCGCTGCCGAGGTGGCGGAGGCGTATGCCTTCATCACACGGCAG
GCGCCGGCGCTGCTGCGGCAGCAGCTAGGACTGGCGCCGCCGCCGCCGGCGGCTACTGCTACTGCTACT
GGCCAGGTGAGCGCTTCCGGGGAGGGTGCTACAGCCGCCGCCGCCGCCGCTGGCGGCGGCGCGGAGGCG
GGCGATGAGGACCACGACCTGGAGGAGGAGGACGAGGAGGAGGCGGCAGCTACAGCCGCCGCCGGCGGC
AGTAGCAGCAGCAGCAGCGGCAGTAGCAGCGGAGGCGTGCCGACGCTGGAGGCGCTGGTGGCGGCGCTG
GTGGCGGCGGCGCCGCTGCGGAGCATCTGCACACTGCTGGTGAGGCGCCCCACGCTGGCGGCGGTGGGG
GAGGCGGTGCCGGGGCCGTGCTGCGGCTGCCCCATCGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCA
GGGCCGCAGGAGGCGGCAGCGGGGGCACGGGAGGCCCCGGTGCCGGCGCCACAGGCGGTGGTTGCTGGG
GCAGGGGTCGGGGGTGCGCGTGACCAGCAGGCCTGCTGTAGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTGGT
GCAGTTGTTGGCGGGATCAGCATTGTTACGGCGGTGGCTCCCTCGCCCTTCCTGCCGCTTGCCGGGACG
CGCGCTGCCCCGCACACGGACGCGCACGCACACGCACACACGCACTCACACACGCACCAGCACGACAGT
AGCCACGGCAGTAGCAGCAGCATCGGCAGCAGCTGCTGCAAAGCCGTCAGCAGCAGTAGCAGCAGCAGC
GGCAGCACCACCACCACCAGCAGCACGGCGTCAGAGGGGCTGGCATCCGCTGACGGCAACGGCAGCAGC
GCCAGCGGCGCCAGCGGCAGTAGCAATAGCGGCAGTAGCATGGCCGGCGATGACGGCGCCAGCCCGGAT
CCGCCGCTTGGTCTGTACGGCCGCAACAGTGTGGGAGCCACGTTCGTTGGTGGCGGCAGTAGCAGCAGC
AACGGCGACGGCAGTAGCATGCTCATGATGGCGGGTGCTACTGCCGGGGGCGACGGCAGTAGCCGCTGC
TGCCACGGGGAGCCGCTGGAGCACCACTGCGTGCCGCCGCAGGTCCAGGCCTTGACCCTGGAGGAGCTC
CGTTTCACCAACATGTTCAAGCTGGTCAGCTACTGCCTGCGCCGAGCCGCCGGCTGTAGCCACGCGCCG
CCGCCCGACCTGTCCGCTTTCATGAAGCCAGCCATGCCGGCTGCAGCAGCGGCGCCCGCGGCTGTAGCA
GCGCAGCCGGCTGTAGCAGCAGCGGCGGCGGCGTCCCCAGTGGGTCAGGGCGCCTCTGCTACTGCCACT
GCCTCTGCTACTGCCATTTCCGCCGCGGCACCGGCGGCACCCGCGGCTGCTGCGGCTGCTACAGCCGGC
GGCGAGTGCGGCTGTAGCCTGCACCTGCCCGACATGGCGGCGGAGAAGCTGACGGCGGCGCTGCTACTG
CTGTCCGAGGCCGACTGCTGGCCCGTACAACAGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCATCCCAGCCGGGC
GCTGGCGGCGCCAACGGCGACGGCTGCAGCGAGGGCAGCAGCGCTGCCACCGCAGCAGCAGCGGCGGCG
GCGGCCGCCGCCGCCGGCGTGCGCATGTGCAAGCGGCCCAACTGCCGGCGCTGCCGGCGGCGGCTGGCG
GCGGCGGGCGATCGCGCGGCGGCGCTGGCGGTCCTGCGTGAGGAGTGGGGCTCGCTGCTGCGACTGGCG
CCGCTGGGGCTCTTCGCGTCCTCGCCGGTACTGCGCGACGAGCTGGCGTTCGTGCGGCTGCAGCTGGCG
GCGTCGCCGCTGCTGGCGGGCAGCCGCCTGGCGGCGCCGGCGGCGCCGGCGGAGCGGTTCGTTAGCAGT
GCGGTGGCGGTTGTGTGA 

 
ภาพที่ 3.9: ลําดับนิวคลีโอไทดของ CrPCS2 coding sequence  
 

 



 

AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          MSAGREGLRHLSASLLKQLVAAERVAIATPSMLPGALPLPAHAVPRARTRALLTTQRLFA 60 
CrPCS2          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
AtPCS1          ----------------------------------------------MAMAS--------- 5 
CrPCS1          AMPQTQQHAATASVAATEQLKPADSGAGATSQTESTPIQQGFSIPTLATAAGAPATGFKK 120 
CrPCS2          ----------------------------------------------MPSAN-------RR 7 
                                                              :. *           
AtPCS1          -LYRRSLPSPPAIDFSSAEGKLIFNEALQKGTMEGFFRLISYFQTQSEPAYCGLASLSVV 64 
CrPCS1          TFYKRKLPSPPAIEFSCPEGRQLFQEALLDGTMTGFFKLMEQFNTQDEPAFCGLASLAMT 180 
CrPCS2          TYFKRELPAP-AVAFSCAEGRAIFAEALAAGTMVGFFRLIEQFTTQEEPQYCGLAALVVA 66 
                  ::*.**:* *: **..**: :* ***  *** ***:*:. * **.** :****:* :. 
AtPCS1          LNALSIDPGRKWKGPWRWFDESMLDCCEPLEVVKEKGISFGKVVCLAHCSGAKVEAFRTS 124 
CrPCS1          LNALSIDPRRTWKGSWRWFHEAMLDCCRPLDAVKEEGITLYQASCLARCNGARVELVPYG 240 
CrPCS2          LNALGIDPRRTWKGAWRWWAETMLDCCKSLEDIRRDGITMGQVACLARCNGADVSVHRHG 126 
                ****.*** *.***.***: *:*****..*: ::..**:: :. ***:*.** *.    . 
AtPCS1          QS--TIDDFRKFVVKCTSSENCHMISTYHRGVFKQTGTGHFSPIGGYNAERDMALILDVA 182 
CrPCS1          SAGLSLERFRREVEAVCGSGEEHIVVSYSRKAFLQTGDGHFSPIGGYHRGRDLVLVLDVA 300 
CrPCS2          AF--DPAAFRRLLAEVCAA-----------EVFRQSGDGHFSPLGGYCPGRDMVLILDVA 173 
                        **: :    .:            .* *:* *****:***   **:.*:**** 
AtPCS1          RFKYPPHWVPLKLLWEAMDSIDQSTGKRRGFMLISRPHREPGLLYTLSCK--DESWIEIA 240 
CrPCS1          RFKYPPHWVPLPMLYHGMSYVDKVTGRPRGYMRLASNPLLDSVLLTCDVRSAPEDWRPAE 360 
CrPCS2          RFKYSPHWVRVDDLLEAMAQPDPAIGKPRGFLLLGCRTPRESALFMLDPAVAPLPRQLPP 233 
                ****.**** :  * ..*   *   *: **:: :.      . *   .             
AtPCS1          KYLKEDVPRLVSSQHVDS----VEKIISVVFKSLP------------------------- 271 
CrPCS1          AFVRSGAAALVQDLAAAGGLSAEAVVRAVVDAAPL------------------------- 395 
CrPCS2          AALRSALRPAAPAVAAAAAAAAVAAPQAVASAPLAPPALAGGSSGDLGPAAAALSSSSGG 293 
                  ::.     .    . .         :*.  .                            
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS2          GGGGGGWGCGLLGMGMDKAGSCSSLSSLGGCSINGGGGASPRPGGGGGSADVDADAAAAA 353 
                                                                             
AtPCS1          -----SNFNQFIRWVAEIRITEDS-----NQNLSAEEKS--------------------R 301 
CrPCS1          -----AALDTFLVVRSGAPMAAAP-----PDQTGATAASGHVCPGPPPPSAPAAGAGAGA 445 
CrPCS2          AAAEVAEAYAFITRQAPALLRQQLGLAPPPPAATATATGQVSASGEGATAAAAAAGGGAE 413 
                     :    *:   :   :              *   .                      
AtPCS1          LKLKQLVLKEVHETELFKHINKFLSTVGYEDSLT-------------------------- 335 
CrPCS1          LDAAAGPLGAVCDTPEAMVAAVRRASEMGNAAAT-------------------------- 479 
CrPCS2          AGDEDHDLEEEDEEEAAATAAAGGSSSSSSGSSSGGVPTLEALVAALVAAAPLRSICTLL 473 
                       *    :           ::   . : :                           
AtPCS1          ------------------YAAAKACCQGAEILSGSPSKEFCCRETCVKCIKGPDDSE--- 374 
CrPCS1          ------------------DLAAATAAASAASAAGPPASSAAGSAPAVAASTSPKAKKGCG 521 
CrPCS2          VRRPTLAAVGEAVPGPCCGCPIAAAAAAAAAAAGPQEAAAGAREAPVPAPQAVVAGAGVG 533 
                                    .  :.. .*   :*.         . * .  .         
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS2          GARDQQACCSGGGGGGGGGAVVGGISIVTAVAPSPFLPLAGTRAAPHTDAHAHAHTHSHT 593 
                                                                             
AtPCS1          -----------------------------------GTVVTGVVVRDGN---EQKVDLLVP 396 
CrPCS1          ---------------------------TGKTPCGSGSCGTSAVSTDGGGGAAAAAAAAAS 554 
CrPCS2          HQHDSSHGSSSSIGSSCCKAVSSSSSSSGSTTTTSSTASEGLASADGNGSSASGASGSSN 653 
                                                   .:   . .  **.      .      
AtPCS1          S----------------------------------------TQTECECGPEATYPAGN-- 414 
CrPCS1          C----------------------------------------SSTTMMAAATAIFTAHDRC 574 
CrPCS2          SGSSMAGDDGASPDPPLGLYGRNSVGATFVGGGSSSSNGDGSSMLMMAGATAGGDGSSRC 713 
                .                                        :.    ... *   . .   
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          IP---------------------------------------------------------- 576 
CrPCS2          CHGEPLEHHCVPPQVQALTLEELRFTNMFKLVSYCLRRAAGCSHAPPPDLSAFMKPAMPA 773 
                                                                             
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          ---MAQRQQLLDELKGMPLYGIVSAHLTVRRAAATNADGAAGAGADGRSGVSAAEAEADR 633 
CrPCS2          AAAAPAAVAAQPAVAAAAAASPVGQGASATATASATAISAAAPAAPAAAAAATAGGECGC 833 
                                                                             
AtPCS1          ----------DVFTALLLALPPQTWS---------------------------------- 430 
CrPCS1          RVLLHGEYLTEKLVMALLLQRPEAWPSAPPPPPSPAAAAQAAAAAAAAAAAASGAAAPGS 693 
CrPCS2          SLHLPDMAAEKLTAALLLLSEADCWPVQQPPPPPPPPSQPGAGGANGDGCSEGSSAATAA 893 
                          .  .  **   .: *.                                   
AtPCS1          --------------------------------GIKDQALMHEMKQLISMASL------PT 452 
CrPCS1          PTAAGPAAV-------------PATAPGGGAWGWADPAAGQQWSGLVGLGNYNVVEAEAA 740 
CrPCS2          AAAAAAAAAGVRMCKRPNCRRCRRRLAAAGDRAAALAVLREEWGSLLRLAPLG-LFASSP 952 
                                                .    .  .:   *: :.        .. 
AtPCS1          LLQEEVLHLRRQLQ---LLKRCQENKEEDDLAAPAY------ 485 
CrPCS1          YLREQLAHIDEVLQGGDVTRTCGEHVHRLDCAAHGH------ 776 
CrPCS2          VLRDELAFVRLQLAASPLLAGSRLAAPAAPAERFVSSAVAVV 994 
                 *:::: .:   *    :   .                     

ภาพที่ 3.10: Sequence alignment ระหวาง CrPCS1, CrPCS2 และ Arabidopsis AtPCS1 
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ภาพที่ 3.11: Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธระหวาง CrPCS1, CrPCS2 และ PCS จาก
สิ่งมีชีวิตอ่ืน (AtPCS1, AtPCS1 จาก Arabidopsis; Vocar20000422m, Vocar20013024m จาก 
Volvox carteri; และ SpPCS จาก Schizosaccharomyces pombe) 
 

3.2.2 การแสดงออกของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ในสาหราย C. reinhardtii  
 เพ่ือทดสอบการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ผูวิจัยได
ออกแบบ oligonucleotide primers ที่จําเพาะตอลําดับนิวคลีโอไทดของ CrPCS1 และ CrPCS2 
และทําการตรวจวัดปริมาณของ CrPCS1 และ CrPCS2 RNAs ดวยเทคนิค semi-quantitative 
RT-PCR เทียบกับปริมาณของ CBLP RNA ซ่ึงเปน loading control ที่นิยมใชในงานวิจัย C. 
reinhardtii โดยในเบื้องตน ทําการศึกษาถึงการแสดงออกในสาหรายที่เลี้ยงในอาหาร TAP สูตร
ปกติ เปนเวลาตางๆ กัน ตั้งแตวันที่ 3 ถึง วันที่ 7 ของการเลี้ยง ผลการทดลองพบวา CrPCS1 มี
การแสดงออกตลอดระยะเวลาที่ทดสอบ และไมไดมีระดับที่แตกตางกันมากนัก  สําหรับ 
CrPCS2 ผูวิจัยยังไมสามารถตรวจพบการแสดงออกได แมวาจะไดพยายามหลายครั้งและดวย 
primer คูอ่ืน ซ่ึงอาจเปนไปไดวา CrPCS2 มีระดับการแสดงออกที่ต่ํามากภายใตสภาวะการเลี้ยง
ปกติ หรืออาจจะเกิดจากปญหาทางเทคนิคซ่ึงจะตองผูวิจัยจะพยายามแกไขตอไป และจะดําเนิน
การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในสาหรายที่เลี้ยงภายใตสภาวะที่ไดรับพิษจากโลหะหนัก 
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ภาพที่ 3.12 การแสดงออกระดับ RNA ของ CrPCS1 เทียบกับ CBLP (loading control) ใน
สาหราย C. reinhardtii เลี้ยงในอาหาร TAP ที่ระยะเวลาตางกัน วัดผลดวยเทคนิค semi-
quantitative RT-PCR  
 
3.2.3 การศึกษา heterologous expression ของยีน CrPCS1 และ CrPCS2  ในยีสต 
Saccharomyces cerevisae  
 เพ่ือทดสอบวา ยีน CrPCS1 และ CrPCS2  ในสาหรายสามารถแปลรหัสไดเปน PCS 
ซึ่งชวยในการสังเคราะห PC ไดจริง ผูวิจัยมีแผนการทดลองที่จะนํายีน CrPCS1 และ CrPCS2  
จากสาหราย C. reinhardtii มาแสดงออกแบบตางเจาบาน (heterologous host expression) คือ 
ในยีสต S. cerevisae ซ่ึงโดยปกติไมมียีน PCS และไมสามารถสังเคราะห PC ได แตมีรายงาน
กอนหนาน้ีที่แสดงวา หากนํายีน PCS อ่ืนมาแสดงออกใน S. cerevisiae ก็จะสามารถผลิต PC 
ไดเชนกัน โดยเฉพาะอยางยิ่ง หากทดสอบผลการแสดงออกในยีสตสายพันธุ Δycf1 ซ่ึงเปน 
mutant ที่ไมสามารถนํา glutathione-Cd conjugate ไปเก็บในแวคิวโอลไดและมีความสามารถใน
การทนแคดเมียมต่ํา ก็จะเห็นความตานทานของยีสตสายพันธุที่นํายีน PCS มาใสเพ่ิมขึ้นอยาง
ชัดเจน (Vatamaniuk et al., 1999)  
 ลําดับแรกของการทดลองเปนการโคลน full-length CrPCS1 และ CrPCS2 coding 
sequence เพ่ือนํามาตัดตอเขากับพลาสมิด p425-GPD อยางไรก็ตาม ผูวิจัยยังไมประสบ
ความสําเร็จในการเพ่ิมจํานวน full-length cDNAs ของยีนทั้งสองดวยเทคนิค RT-PCR ซ่ึงอาจ
เกิดจากสาเหตุที่ยีนมีการแสดงออกต่ํา ชิ้นดีเอ็นเอมีขนาดยาว และ/หรือ primers ที่ใชขาด
ประสิทธิภาพในการเกาะที่ตําแหนงที่คาดหวัง ทั้งนี้ ผูวิจัยไดพยายามแกปญหาที่ 2 และ 3 ดวย
การออกแบบ primers ใหม และรวมถึงการ amplify CrPCS1 coding sequence ทีละครึ่งยีน 
และนํามาตอกันที่ตําแหนง Apa I restriction site (ภาพที่ 2.1) อยางไรก็ตามผูวิจัยยังไมประสบ
ความสําเร็จในการเพิ่มจํานวน DNA ดวย PCR ที่ใช primers เหลาน้ี โดยผูวิจัยสันนิษฐานวา
ปญหาอาจเกิดจากความผิดพลาดของลําดับนิวคลีโอไทดใน database ที่ไมตรงตอความเปนจริง 
จึงจะตองดําเนินตรวจสอบหาขอผิดพลาดนี้ตอไป 
 
 

3.2.4 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
ดวยวิธีการ antisense RNA-mediated gene silencing 



 

 เน่ืองจาก C. reinhardtii ไมสามารถเกิด homologous recombination ไดใน nuclear 
genome ดังน้ันจึงไมสามารถชักนําใหเกิด targeted gene disruption ได การศึกษาความสําคัญ
ของยีนจึงทําไดเพียงแคลดระดับการแสดงออกของยีน โดยวิธีหน่ึงที่ใชมานานแตความสามารถ
ไมสูงมานักคือ วิธี antisense RNA-mediated gene silenceing ผูวิจัยจึงออกแบบ primers 
สําหรับเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเฉพาะชวงบริเวณตรงกลาง coding sequence ของ CrPCS1 ยาว
ประมาณ 300 bp หลังจากโคลนใสในพลาสมิด pGEM T-Easy ยายมาใสในลักษณะกลับทิศ
ในพลาสมิด pSL18 ภายใตการแสดงออกที่ควบคุมโดย PsaD promoter 
 เม่ือได C. reinhardtii transformants แลวจึงทําการวัดการแสดงออกของ CrPCS1  ใน 32 
transformants ดวยเทคนิค RT-PCR ผลปรากฏวา ไมพบ transformant ที่มีระดับการแสดงออกลดลง
มากกวา 50% (ภาพที่ 3.13) จึงไมสามารถดําเนินการศึกษาตอไปได และเปลี่ยนแนวทางไปใชวิธี 
artificial microRNA-mediated gene silencing ที่เพ่ิงไดรับการคิดคนใหมและแสดงวามีประสิทธิภาพ
มากกวา (Molnar et al., 2009) 
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ภาพที่ 3.13 ระดับการแสดงออกของ CrPCS1 ในตัวอยางของ C. reinhardtii transformants ที่ไดจาก
กระบวนการ antisense RNA-mediated gene silencing 
 
3.2.5 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
และ CrPCS2 ดวยวิธีการ artificial microRNA-mediated gene silencing 
 ในการออกแบบบริเวณเปาหมาย (target region) บนยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ผูวิจัยใช
โปรแกรม Designer ใน WMD3 – Web MicroRNA Designer (http://wmd3.weigelworld.org/) และ
เลือกลําดับนิวคลีโอไทดหน่ึงที่คาดวาจะสามารถลดการแสดงออกของ CrPCS1 และอีกลําดับหน่ึงที่
คาดวาจะสามารถลดการแสดงออกของยีน CrPCS2 เม่ือ transform สาหราย C. reinhardtii สายพันธุ 
CC-503 ดวยพลาสมิดที่มี artificial microRNA ที่จําเพาะกับ CrPCS1 หรือ CrPCS2 น้ีแลว ไดโคโลนี
ของ transformants จํานวนมาก แตจากการวัดระดับการแสดงออกของยีน CrPCS1 ใน transformants 
ทั้งสองแบบ อยางละ 8 โคโลนี ยังไมพบสายพันธุที่ลดการแสดงออกลงมากกวา 50% จึงจะตอง
ดําเนินการครวจสอบระดับการแสดงออกในโคโลนีอ่ืนๆ ตอไป เพ่ือทดสอบวา CrPCS1 และ CrPCS2 



 

ที่คาดวาเปนยีน PCS ในจีโนมของ C. reinhardtii สามารถชวยสังเคราะห phytochelatin และเพิ่ม
ความทนทานตอแคดเมียมและโลหะอ่ืน ๆ หรือไม อยางไร 
 
4. การคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลาย (mutant) ที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม  
 สาหรายพันธุกลายที่นํามาศึกษาไดมาจากการกลายพันธุแบบสุม (random mutagenesis) จาก
ประชากรของสาหรายที่ผานการทําใหกลายพันธุดวยรังสี UV หรือจากการ transform ดวยพลาสมิด 
pSL18 ที่ผานการ linearized ดวย KpnI restriction enzyme ซ่ึงเม่ือเขาสูเซลลสาหรายแลว สามารถ
แทรกที่ตําแหนงตางๆ ในจีโนม จากการศึกษาสํารวจประชากรของสาหรายพันธุกลายจาก UV 
mutagenesis 5,000 โคโลนี ไมพบสายพันธุที่มีความทนทานลดลงอยางชัดเจน ในขณะที่จาก 500 โค
โลนีกลายที่ไดจาก insertional mutagesis พบ 2 สายพันธุที่มีความทนทานลดลง (ภาพที่ 3.14) 
เน่ืองจากการศึกษาน้ีจึงตั้งอยูบนสมมติฐานที่วา พันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม 
(cadmium-sensitive mutant) มีชิ้นดีเอ็นเอของ pSL18 แทรกอยูในยีนที่มีความสําคัญในกระบวนนํา
แคดเมียมเขาสูเซลล หรือกระบวนการลดพิษของแคดเมียมภายในเซลล ดังน้ัน ผูวิจัยจะนํา cadmium-
sensitive mutants ทั้งสองสายพันธุน้ีไปศึกษาเพ่ือตรวจหายีนสําคัญ รวมถึงคัดแยกสาหรายใหได
จํานวนมากยิ่งขึ้นตอไป  
 

 
 
ภาพที่ 3.14 ตัวอยางผลการคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอ
แคดเมียมจากประชากรที่ไดจาก insertional mutagenesis ดวยพลาสมิด pSL18 



 

5. การศึกษาศักยภาพของสาหราย Chlorella vulgaris ในการบําบัดโลหะหนัก ควบคูกับการ
ผลิตไขมันเพื่อสังเคราะหไบโอดีเซล  
 จากการศึกษาเบื้องตนเพ่ือหาผลของความเขมขนโลหะ 3 ชนิด คือ แคดเมียม ทองแดง และ
สังกะสี ตอการเจริญของสาหราย C. vulgaris ในอาหารเหลว BG-11 พบวา ปริมาณโลหะที่เพ่ิมขึ้นมี
ผลทําใหสาหรายมีการเจริญเติบโตลดลง ดังกราฟประชากรที่แสดงในภาพท่ี 3.15 และเม่ือพิจารณา
จากอัตราการเจริญจําเพาะและความหนาแนนสุดทายของเซลลพบวา สาหรายมีการเจริญที่ลดลง
อยางมีนัยสําคัญทั้งโลหะ 3 ชนิด 
 เพ่ือทดสอบผลของความเขมขนโลหะหนักตอระดับการสะสมโลหะในเซลลและผลผลิตไขมัน
ของสาหราย ผูวิจัยไดทําการเพาะเลี้ยงสาหรายอีกคร้ังในอาหารเหลว BG-11 เติมสารละลายโลหะแต
ละชนิดที่ความเขมขนสองระดับ คือ ความเขมขนที่ไมมีผลตออัตราการเจริญมากนัก และความเขมขน
ที่ลดอัตราการเจริญอยางมีนัยสําคัญ ไดแก Cd(NO3)2 ที่ความเขมขน 2.5 และ 30 μM, CuSO4 ที่
ความเขมขน 1 และ 5 μM และ ZnCl2 ที่ความเขมขน 4 และ 80 μM พบวาสาหรายมีการเจริญเติบโต
เปนไปตามที่คาดหวัง (ภาพท่ี 3.16, ตารางที่ 3.1) เม่ือนําสาหรายที่เลี้ยงภายใตสภาวะดังกลาวมา
ศึกษาปริมาณไขมันที่สกัดไดดวยตัวทําละลายไรขั้ว พบวา สาหรายที่เลี้ยงในอาหารเติมโลหะความ
เขมขนต่ํามีปริมาณไขมันตอนํ้าหนักเซลลแหงไมแตกตางจากสาหรายที่เลี้ยงในอาหารปกติมากนัก 
ในขณะท่ีสาหรายที่เลี้ยงในอาหารที่เติมโลหะความเขมขนสูงมีปริมาณไขมันเพ่ิมขึ้นเล็กนอย ดังน้ัน
เม่ือนําผลชีวมวลสะสมและปริมาณไขมันที่ไดน้ีมาคํานวณผลผลิตไขมัน พบวาสาหรายที่เลี้ยงใน
อาหารเติมโลหะความเขมขนต่ําไมไดรับผลกระทบในเชิงผลผลิตไขมัน แตความเขมขนโลหะในระดับ
ที่เปนพิษสงผลใหผลผลิตไขมันลดลงได (ตารางที่ 3.1) 
 เม่ือพิจารณาถึงศักยภาพของสาหรายในการบําบัดโลหะที่ปนเปอนพบวา ประสิทธิภาพ
ของสาหรายที่สามารถกําจัดโลหะหนักแตกตางกันออกไป ตั้งแต 39% ถึง 98% removal 
efficiency โดยสูงที่สุดในอาหารที่เติม 2.5 μM Cd(NO3)2 และต่ําที่สุดในอาหารที่เติม 5 μM 
CuSO4 (ตารางที่ 3.2) และเม่ือพิจารณาความเขมขนของโลหะที่คงเหลือในอาหารเลี้ยงหลังจาก
การเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน พบวา มีความเขมขนต่ํากวามาตรฐานที่กําหนดสําหรับนํ้าทิ้งจาก
โรงงาน (Notification of the Ministry of Science, Technology and Environment, No. 3, 
B.E.2539, 1996) และนํ้าทิ้งสูระบบชลประทานเพื่อการเกษตร (Royal Irrigation Department 
Order No. 883/2532ม 1989) ยกเวนในกรณีของแคดเมียมในการทดลองท่ีเติม 30 μM 
Cd(NO3)2 ดังน้ันสาหราย C. vulgaris จึงอาจจะจัดไดวามีศักยภาพในการเลี้ยงเพ่ือการกําจัด
โลหะหนักที่มีความเขมขนไมสูงเกินไป ควบคูกับการผลิตไขมันเพ่ือสังเคราะหไบโอดีเซล 



 

 
ภาพที่ 3.15 การเจริญของสาหราย C. vulgaris ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11 เติมโลหะที่
ความเขมขนตางๆ กัน (A): Cd(NO3)2 (B): CuSO4 (C): ZnCl2 

 (A

(B) 

(C) 



 

 
 

 
ภาพที่ 3.16 การเจริญของสาหราย C. vulgaris ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11 ที่เติมโลหะที่
สองความเขมขนเพ่ือนําไปวิเคราะหผลผลิตไขมันและศักยภาพในการบําบัดโลหะที่ปนเปอน 
(A): Cd(NO3)2 (B): CuSO4 (C): ZnCl2 

 (A

(C) 

(B) 



 

ตารางที่ 3.1 การเจริญเติบโตและไขมันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงสาหราย C. vulgaris ในอาหาร 
BG-11 ที่เติมโลหะ เปรียบเทียบกับคาที่ไดจากการเลี้ยงในอาหารสูตรปกติ (mean ± SD; n = 3) 

 
Treatment Relative Specific 

growth rate1 (%) 
Relative Final cell 

density2 (%) 
Relative 

Biomass3 
(%) 

Relative Lipid 
content4  

(%) 

Relative Lipid 
productivity5 (%) 

Cd(NO3)2      

2.5 μM 88 ±10 86 ± 3 99 ± 7 90 ± 11 94 ±17 

30  μM 85 ± 11 37 ± 6 56 ± 3 130 ± 6 76 ± 8 

CuSO4      

1 μM 104 ± 4 94 ± 8 101 ± 6 93 ± 3 98 ± 4 

5 μM 39 ± 3 19 ± 3 21 ± 5 118 ± 6 26 ± 5 

ZnCl2      

4 μM 109 ± 5 99 ± 5 100 ± 6 103 ± 5 103 ± 5 

80 μM 104 ± 8 48 ± 2 68 ± 2 119 ± 7 81 ± 7 
1 อัตราการเจริญจําเพาะของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 0.053 d-1 
2 ความหนาแนนของเซลลสุดทายของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 196×106 เซลลตอมิลลิลิตร 
3 ชีวมวลของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 0.752 กรัมตอลิตร  
4 ปริมาณน้ํามันของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 28.53 เปอรเซ็นตของชีวมวลแหง 
5 ผลผลิตน้ํามันของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 0.030 กรัมตอลิตรตอวัน 

 
ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพของสาหราย C. vulgaris ในการกําจัดโลหะที่เติมในอาหาร BG-11  

 
Treatment Initial conc. 

(mg/l) 
Final conc. 

(mg/l) 
Metal 

removal (%) 
Bioaccumulation 

(pg/cell) 
Concentration 

factor 

Cd(NO3)2      

2.5 μM 0.253 0.01 ± 0.0 98 ± 1 0.74 ± 0.02 686 ± 25 

30  μM 3.385 1.33 ± 0.16 57 ± 5 11.99 ± 1.22 712 ± 64 

CuSO4      

1 μM 0.088 0.047 ± 0.01 59 ± 10 0.68 ± 0.05 1001 ± 141 

5 μM 0.320 0.095 ± 0.00 39 ± 0 23.82 ± 1.81 1149 ± 142 

ZnCl2      

4 μM 0.483 0.19 ± 0.04 56 ± 9 1.36 ± 0.08 761 ± 82 

80 μM 5.15 2.55 ± 0.14 62 ± 2 22.29 ± 0.95 583 ± 51 



 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง  

 การศึกษาผลของความเขมภายนอกเซลลตอการเจริญและการสะสมแคดเมียมของสาหราย 
C. reinhardtii แสดงใหเห็นวา แคดเมียมความเขมขนสูงยับยั้งการเจริญของสาหราย โดยหากวัดจาก
การอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดซ่ึงอยูในชวงประมาณ 24 ชั่วโมง หลังจากการเติมแคดเมียมใน
อาหารเลี้ยง TAP พบวาคา IC5 และ IC50 อยูที่ประมาณ 250 μM และ 1,000 μM  ความเขมขนของ
แคดเมียมในอาหารเลี้ยงสงผลใหสาหรายสะสมแคดเมียมภายในเซลลเพ่ิมขึ้นในชวงแรก และลดต่ําลง
ในระยะเวลาตอมา ระดับการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วไมนาที่จะเกิดจากการเพ่ิมจํานวนของสาหราย
เน่ืองจากภายใตสภาวะการเลี้ยงที่มีโลหะหนักน้ี สาหรายมีอัตราการเจริญที่ต่ํากวาความเร็วของการ
เปลี่ยนแปลงระดับโลหะภายในเซลลมาก จึงนาที่จะสรุปไดวาสาหรายมีกลไกในการขับแคดเมียมออก
นอกเซลล  อยางไรก็ตาม หากความเขมขนของแคดเมียมภายนอกสูงเกินไป กลไกการลดการสะสม
แคดเมียมก็ไมอาจปองกันไมใหเซลลสะสมแคดเมียมได และการสะสมของแคดเมียมทําใหสาหรายทํา
ใหเกิดการลดลงของปริมาณคลอโรฟลดซ่ึงสําคัญตอการสังเคราะหดวยแสง เกิดความเสียหายตอเยื่อ
หุมเซลล สังเกตไดจากปริมาณ MDA ซ่ึงเกิดจากการออกซิไดซของไขมันอ่ิมตัว การทดลองวัด
สัดสวนเซลลเปนและเซลลตายแสดงใหเห็นวา ที่ความเขมขนภายนอกของแคดเมียม 1,000 μM พิษ
ของแคดเมียมทําใหเซลลสาหรายตายได 
 การศึกษาหายีนในจีโนมของสาหราย C. reinhardtii ที่มีลําดับคลายยีน PCS พบยีนที่ 2 
ตําแหนง คือ ที่โครโมโซม 7 และ 14 ซ่ึงตั้งชื่อวา CrPCS1 และ CrPCS2 ตามลําดับ ซ่ึงมากกวา
เดิมที่เคยคนพบเพียง 1 ยีน เม่ือเริ่มโครงการ  ในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่มีรายงานของยีนประเภทนี้ 
มีบางสิ่งมีชีวิตที่สามารถพบยีน PCS ไดมากกวา 1 ยีน เชน ในพืชตนแบบ Arabidopsis 
thaliana (Lee and Kang, 2005) แตเม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ CrPCS1 และ 
CrPCS2 ที่พบ กับลําดับของยีนใน A. thaliana พบวายีนทั้งสองของ C. reinhardtii มีลําดับ
ใกลเคียงกันเองมากกวาใกลเคียงกับยีนของ A. thaliana ผลการเปรียบเทียบนี้บงชี้วา CrPCS1 
และ CrPCS2 นาจะเกิดจาก gene duplication หลังจากการแยกกันเชิงวิวัฒนาการของพืชและ
สาหรายแลว  นอกจากน้ี ยังพบยีนในจีโนมของ Volvox carteri ยีนหนึ่งคลายกับ CrPCS1 และ
อีกยีนคลายกับ CrPCS2  การที่พบ orthologous genes ในกลุมสาหรายสีเขียว บงชี้วา 
CrPCS1 และ CrPCS2 เกิดจาก gene duplication ตั้งแตยุคเร่ิมตนวิวัฒนาการของสาหรายสี
เขียว และยีนทั้งสองนาที่จะมีหนาที่จําเพาะที่จําเปนตอความอยูรอดของสาหราย  
 เพ่ือคนหาหนาที่เฉพาะของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ผูวิจัยไดพยายามลดการ
แสดงออกของแตละยีน รวมถึงการลดการแสดงออกของทั้งสองยีนพรอมกัน ดวยวิธี antisense-
mediated gene silencing แตจากการทดลองกับ CrPCS1 ผลปรากฏวาไมมี transformant ของ
สาหรายที่มีระดับการแสดงออกลดลง ซ่ึงอาจจะเกิดจากประสิทธิภาพที่ต่ําของวิธี antisense-
mediated gene silencing ในสาหรายชนิดน้ี (Schroda, 2006)  ดังน้ัน ผูวิจัยจึงเปลี่ยนไปใชวิธี
ลดการแสดงออกดวย artificial microRNA-mediated gene silencing ซ่ึงมีรายงายถึง
ประสิทธิภาพท่ีสูงกวามาก (Molnar et al., 2009) ผูวิจัยไดดําเนินการสํารวจ transformants 
ที่ไดจากกระบวนการนี้แลวจํานวนหนึ่ง แตยังไมพบสายพันธุที่มีระดับการแสดงออกลดลง



 

มากกวา 50% และจะดําเนินการสํารวจ transformants ที่ได ตอไปในอนาคต รวมถึงจะดําเนิน
การศึกษาสาหรายสายพันธุที่ผานการลดการแสดงออกนี้ รวมกับสายพันธุกลายที่สูญเสียความ
ทนทานตอแคดเมียมที่คัดแยกไดจากประชากรสาหรายที่ผานการกลายพันธุแบบสุมดวยแสงยูวี 
ถึงปริมาณของ PC ที่ผลิตในเซลลสาหรายเหลาน้ีและความสัมพันธกับความสามารถในการทน
และสะสมแคดเมียม 
 ดวยเหตุที่ไมสามารถดําเนินการศึกษาสาหราย C. reinhardtii ที่มีระดับยีน PCS 
ลดลงไดในชวงระยะเวลาวิจัยที่กําหนดน้ี  ผูวิจัยจึงไดเปลี่ยนแนวทางวิจัยไปศึกษาถึงศักยภาพ
ของสาหราย C. vulgaris ในการบําบัดโลหะหนักควบคูกับการผลิตไขมัน เน่ืองจากมีรายงานวา 
C. vulgaris มีศักยภาพสูงในทั้งสองกระบวนการนี้ แตยังไมมีการศึกษาการใชประโยชนแบบ
ควบคูกัน  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ในขณะที่ C. vulgaris ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเติม 
Cd(NO3)2, CuSO4 หรือ ZnCl2 สาหรายชนิดสามารถผลิตไขมันรวมในปริมาณที่ใกลเคียงกับ
สาหรายที่เลี้ยงในอาหารที่ไมไดเติมโลหะหนัก และที่ความเขมขนของโลหะไมสูงจนทําใหผล
ผลิตชีวมวลลดลงมากจนเกินไป C. vulgaris สามารถใหผลผลิตไขมัน (กรัมตอลิตรตอวัน) ใน
ปริมาณที่ไมแตกตางจากการเลี่ยงในสภาวะปกติ และสามารถลดระดับการปนเปอนของโลหะให
อยูต่ํากวาระดับที่กําหนดสําหรับนํ้าทิ้งจากโรงงานและน้ําทิ้งสูระบบชลประทานเพื่อการเกษตร
ได  ดังน้ันจึงสามารถสรุปไดวา C. vulgaris มีศักยภาพในการบําบัดโลหะหนักควบคูกับการผลิต
ไขมัน และควรไดรับการสนับสนุนการวิจัยและพัฒนาในขั้นตอไป 
     
ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 1. การศึกษาเพ่ือคนหาหนาที่เฉพาะของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 โดยการลดการ
แสดงออกของยีนดวยเทคนิค artificial microRNA-mediated gene silence ซ่ึงจากการทดลองน้ีได
ผลลัพธเปน transformants จํานวนมาก ซ่ึงจะตองทําการสํารวจเพ่ือหาสายพันธุที่มีระดับการ
แสดงออกของทั้งสองยีนหรือยีนใดยีนหนึ่งลดลงอยางชัดเจน และทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ
ลักษณะทางพันธุกรรมที่สัมพันธกับการสูญเสียยีน PCS น้ี 
 2. การแสดงออกระดับมากเกิน (overexpression) ของยีน CrPCS1 และหรือ CrPCS2 ใน C. 
reinhardtii หรือสาหรายชนิดอ่ืน เชน C. vulgaris เพ่ือเพ่ิมสามารถในการบําบัดโลหะหนักในแหลงนํ้า 
 3. การศึกษาสาหรายพันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม เพ่ือคนหากลไกที่
บกพรองและยีนที่เกิดการกลายพันธุ ซ่ึงจะนําไปสูความเขาใจพื้นฐานถึงกลไลและยีนที่เก่ียวของกับ
กระบวนการลดพิษและสะสมโลหะของสาหราย 
 4. การศึกษาเพ่ิมเติมถึงศักยภาพของ C. vulgaris และสาหรายอ่ืนๆ ในการบําบัดคุณภาพน้ํา
ควบคูกับการผลิตไขมันเพ่ือพลังงานชีวภาพ โดยอาจศึกษาเพ่ิมเติมถึงสารปนเปอนชนิดอ่ืน เชน 
สารประกอบอินทรีย สารประกอบไนโตรเจน และสารประกอบฟอสฟอรัส และการศึกษาโดยใชนํ้าทิ้ง
จริง  
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