
2.  วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ
ถังพลาสติกขนาด 2.5 ลิตร  และขนาด 20 ลิตร
ลวดตาขายขนาด 20 ลิตร
เหล็กฉาก และน็อต
แผนพลาสติกใส
ตาขายพลาสติก
สายยาง
เสียม
กระติกไนโตรเจนเหลว
เมล็ดพันธุขาวไดรับความเอื้อเฟอจากศูนยวิจัยขาวพัทลุง

อุปกรณ
Centrifuge ของ  Eppendorf  รุน 5804R, Centrifuge ของ Beckman รุน  J-21,

pH meter ของ Corning รุน 240, Vortex ของ Scientific Industry รุน K-550-GE, Polytron
homogenizer ของ Kinematica รุน PT 10-35, Light meter ของ Extech, Microvolt
integrator  ของ AT Delta-T Devices LTD. รุน MV2, หลอดฟลูออเรสเซนส (Philips TL
20W/54, Philips TL 40W/33, Mazdafluor TF 40w/AVIVA), Spectrophotometer ของ
Hewlet Packard Spectrophotometer รุน 8453, Electrophoresis apparatus ของ
Hoefer Scientific Instrument รุน SE260, Timer ของ National รุน TB179, Magnetic
Stirrer ของ GEM รุน MS 101, Peristaltic pump ของ Eyela รุน  MP-3N, เครื่องชั่งแบบ
ละเอียด ทศนิยม 4 ตํ าแหนง ของ Mettler รุน H10, เครื่องชั่งจานเดียว ทศนิยม 3 ตํ าแหนง
ของ OHAUS รุน GT 410
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สารเคมี
สารเคมีท่ีใชเปนชนิด analytical grade ซ้ือจากบริษัทตางๆ ดังนี้   
จากบริษัท Ajax Chemicals ไดแก copper sulphate และ di-potassium

hydrogen orthophosphate
 จากบริษัท Carlo Erba ไดแก potassium nitrate, ammonium persulphate
            จากบริษัท BDH ไดแก manganese chloride, manganese sulphate, phenyl-
methylsulfonylfluoride(PMSF) , salicylic acid และ sodium hydroxide

จากบริษัท Bio-Rad ไดแก Affi-GelBlue Gel 100-200 mesh
จากบริษัท Fluka ไดแก Coomassie brilliant Blue R-250, deoxycholate,

ethylenediaminetetraacetic acid, potassium chloride, potassium sodium tartate และ
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine

จากบริษัท Hopkins & Williams ไดแก zinc sulphate
จากบริษัท M&B ไดแก calcium phosphate
จากบริษัท Mallinckrodt ไดแก magnesium sulphate
จากบริษัท Merck ไดแก acetic acid, ammonium sulphate, bromophenol

blue, calcium chloride, Folin-Ciocalteu’s-phenol reagent, glycine, iron(II) sulphate,
hydrogen molybdate, β-mercaptoethanol, potassium dihydrogen phosphate,
sulphuric acid และ sodium carbonate

จากบริษัท Pharmacia ไดแก sephadex G-25
จากบริษัท Sigma ไดแก acrylamide, adenosine 5’-monophosphate, Blue

sepharose, bovine serum albumin, dithiothreitol, flavin adenine dinucleotide,
hydrochloric acid, lactate dehydrogenase, N-(1-napthyl)ethylenediamine dihydro-
chloride, β-nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+), nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADP+), sodium pyruvate, sodium azide, sulfanilamide
และ Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane

จากภาควิชาฟสิกส คณะวิทยาศาสตร ม.สงขลานครินทร  ไดแก  liquid nitrogen
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วิธีการ

2.1 การศึกษาการทํ างาน(activity)ของเอนไซมไนเตรทรีดักเทสและความสัมพันธ
      กบัปริมาณไนเทรตที่สะสมอยูในใบขาวไร
      2.1.1 เมล็ดพันธุขาวไรที่ใชปลูก
       เมล็ดพันธุขาวไรท่ีใชปลูกไดแกพันธุกูเมืองหลวง และพันธุดอกพยอม โดย
เปรียบเทียบกับพันธุขาวดอกมะลิ105 ซ่ึงเปนพันธุท่ีปลูกโดยทั่วไปในนานํ้ าขัง เก็บรักษา
เมล็ดพันธุท่ีอุณหภูมิ 4-10 องศาเซลเซียส  มีคาเปอรเซ็นตการงอกไมตํ่ ากวา 90 เปอรเซ็นต
ในแตละสายพันธุ
       2.1.2 สถานที่ปลูก
      โรงเพาะชํ าสํ าหรับปลูกขาวมีขนาด  2 x 4.5  ตารางเมตร   กั้นดวยตาขาย
พลาสติกสีขาวทุกดานเพื่อกันแมลง สวนบนมุงดวยแผนพลาสติกใสเพื่อกันฝนและเพื่อใหตน
ขาวไดรับแสงมากที่สุด
     2.1.3 ดินที่ใชปลูก
     ใชดินที่ไดจากนาขาว ในเขตอํ าเภอคลองหอยโขง จังหวัดสงขลา มีคา pH 5 มี
ปริมาณไนเทรต 1.2 ไมโครโมลตอน้ํ าหนักดินแหง 1 กรัม นํ ามาใสในถังพลาสติกขนาดเสน
ผานศูนยกลางประมาณ 1 ฟุต  ระดับหนาดินตํ่ ากวาขอบกระถางประมาณ  4-5 น้ิว

2.1.4 การเตรียมตนกลา
        นํ าเมล็ดขาวมาฟอกฆาเชื้อท่ีผิวดวยนํ้ ายาไฮเตอร  20 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที
และ 10 เปอรเซ็นต นาน 20 นาที ลางเมล็ดดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้ง  แลวแชเมล็ดในนํ้ ากลั่น 1 คืน
จากนั้นนํ ามาเพาะใหงอกบนกระดาษนุมท่ีชุมดวยนํ้ ากลั่น   ตั้งไวในที่มืด  คอยเติมน้ํ ากลั่นให
กระดาษชุมอยูเสมอ  ประมาณ 4 วัน ตนกลาขาวจะงอกไดความสูงประมาณ 2-4 เซนติเมตร
จึงนํ าไปใชปลูก

2.1.5 การปลูกขาวลงดิน
 เจาะหนาดินใหลึกประมาณ 3 เซนติเมตร ระยะหางระหวางหลุมประมาณ 1 น้ิว
นํ าตนกลาลงปลูก 2 ตนตอหลุม  จํ านวน  20 ตน ตอถัง  ขาวแตละสายพันธุจะปลูกจํ านวน 3
ถัง
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   2.1.6 การใหปุยและการใหนํ้ า
ใหปุยสูตร 20-20-0 ตอนเตรียมดินกอนปลูกในอัตรา 2 กรัม/ถัง  เติมน้ํ าใหมี

ระดับน้ํ าอยูสูงจากผิวดิน 0.5-1 น้ิว และเติมน้ํ าอีกครั้งเมื่อระดับน้ํ าลดตํ่ าลงมาถึงระดับผิวดิน
      ใหปุยครั้งที่สองเมื่อ  ตนขาวอายุ 1 เดือนครึ่ง  โดยใหปุยชนิดและปริมาณ

เหมือนกอนเริ่มปลูก
      2.1.7  การเก็บตัวอยางใบเพ่ือนํ ามาศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

เริ่มเก็บตัวอยางใบตํ าแหนงที่ 2 จากยอดเมื่อตนขาวมีอายุได 4 วันหลังจากลง
ปลูก  และเก็บทุกๆ 4 วัน  เปนระยะเวลา 80 วัน โดยเก็บตัวอยางในชวงเวลา 10-11นาฬิกา
ปริมาณใบที่เก็บประมาณถังละ  1-2 กรัม   โดยแบงใบที่เก็บเปนสองกลุมไดแก  กลุมท่ีจะนํ า
ไปหาคา  แอคติวิตีของเอนไซม และกลุมท่ีจะนํ าไปวัดหาปริมาณไนเทรต
      2.1.8  การเตรียม leaf extract สํ าหรับศึกษาแอคติวิตีของเอนไซม (ทุกขั้นตอน
ทํ าที่ 4 องศาเซลเซียส) นํ าใบขาวแตละพันธุ มาลางดวยนํ้ ากลั่น แลวหั่นเปนชิ้นเล็กๆ บด
ในโกรงบดยาโดยผสมกับ 0.1 โมลาร Tris-HCl pH 7.5 ซ่ึงมี 0.5 มลิลิโมลาร  PMSF และ 1
มิลลิโมลาร EDTA ในอัตราสวน ใบขาว 1 กรัม/บัฟเฟอร 4 มิลลิลิตร  ใชเวลาในการบด 1
นาที  แลวกรองดวยผากอซ 4 ช้ัน นํ านํ้ าที่ไดจากการกรองไปหมุนเหวี่ยงในเครื่อง eppendorf
centrifuge รุน 5804R ท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที  เก็บสวนใสนํ ามาผาน
Sephadex G-25 column (ขนาด 0.8x10 เซนติเมตร) เก็บสารละลายที่ออกมาที่ void
volume นํ ามาหาแอคติวิตีของเอนไซมทันที
      2.1.9 วธิกีารวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

ดัดแปลงจากวิธีของ Nakamura and Ikawa (1993)  โดยนํ าเอนไซมท่ีสกัดได
มา 100-700 ไมโครลิตร ผสมกับบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 100
ไมโครลิตร และ KNO3 ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นปรับ
ปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 900 ไมโครลิตร เริ่มปฏิกิริยาโดยการเติม NADH ความเขมขน 1
มิลลิโมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง และหยุดปฏิกิริยาที่เวลาตางๆ
กันใน 1 ช่ัวโมง โดยการเติม    1 %( w/v) sulfanilamide ใน HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทํ าใหเกิดสีโดยเติม 0.02%(w/v) N-(1-napthyl)ethylenediamine
dihydrochloride(รูปท่ี 7) เขยาใหเขากัน  วางไว 20 นาท ี นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
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ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  นํ าคาที่ไดไปคํ านวณเปนอัตราการเพิ่มของไนไทรตตอเวลา
มีหนวยเปน nmol nitrite/min โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ KNO2 (ภาคผนวก ขอ 1)

1)      NO2
-   +  H2N-SO2               NH2             H+            H2N-SO2                N ≡N+

      nitrite                   sulfanilamide                                    diazonium salt

                                                               HN-CH2-CH2-NH2

2)    H2N-SO2               N ≡N+       +
                diazonium salt                    NNEDA

                                              CH2-CH2-NH2

                                           HN                  N=N                 SO2- NH2

                                         coloured complex สีชมพูอมมวง
                                        วัดคาการดูดกลืนแสงไดท่ี 540 นาโนเมตร

        รปูที่ 7  ปฏิกิริยาสองขั้นตอนในการเกิดสีของไนไทรต ( Scott and Neyra, 1979;
                     Coombs and Hall, 1982)
                     NNEDA = N-(1-napthyl)ethylenediamine dihydrochloride
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       2.1.10  การหาคาปริมาณโปรตีน
         ประยุกตวิธีของ Lowry et al. (1951)  โดยใช bovine serum albumin เปน

โปรตีนมาตรฐาน เริ่มตนดวยการผสมสารละลายโปรตีน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กับ
deoxycholate 10% ปริมาตร 400 ไมโครลิตร, 2% Na2CO3 ใน NaOH ความเขมขน 0.1
นอรมอล ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และ สารละลายคอปเปอรทารเทรต (1% CuSO4+2%Na/K
tartrate ในอัตราสวน 1:1) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที จาก
น้ันเติมสารละลาย Folin Ciocalteu’s phenol reagent ในนํ้ ากลั่น(1:1) ปริมาตร 0.3
มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 30 นาทีนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร
       2.1.11  การหาคาปริมาณไนเทรต
                    ใช salicylic acid method โดยประยุกตวิธีของ Cataldo et al. (1975) โดย
นํ าสารตัวอยาง  200 ไมโครลิตร มาทํ าปฏิกิริยากับ 5% salicylic acid ใน conc. H2SO4

ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที  จากนั้นปรับ pH ใหเปนดาง (>12)
ดวย NaOH ความเขมขน 4 นอรมอล ปริมาตร 9.5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวจน
กวาสารละลายในหลอดจะเย็นลง สารละลายจะมีสีเหลืองถามีไนเทรต  ซ่ึงสามารถวัดคา
การดูดกลืนแสงไดท่ี 410 นาโนเมตร  และใช KNO3 ในการทํ ากราฟมาตรฐาน
                2.1.11.1.  การสกัดไนเทรตในพืช
                                    นํ าพืชท่ีอบแหง 2 วัน  ท่ี 65 องศาเซลเซียส มาบดโดยผสมกับน้ํ ากลั่นที่
กํ าจัดไอออนแลว ในอัตราสวน น้ํ าหนักใบ 10 มิลลิกรัมตอน้ํ ากลั่น 1 มิลลิลิตร  ตั้งทิ้งไวประมาณ
1 ช่ัวโมง จากนั้นนํ าไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่อง  centrifuge  ท่ีความเร็ว  5,000 รอบตอนาที   นาน
15 นาที เก็บสวนสารละลายใสไวสํ าหรับวัดไนเทรต (Cataldo et al., 1975)

  2.1.11.2  การสกัดไนเทรตในดิน
                                   นํ าดินไปอบแหง 2 วันที่  65 องศาเซลเซียส นํ ามาสกัดดวย Ca(OH)
2 ท่ีอิ่มตัวในอัตราสวนดิน  5 กรัมตอ Ca(OH)2 10 มิลลิลิตร  เขยา 15 นาท ี นํ ามากรองผาน
ผากอซ  4 ช้ัน จากนั้นนํ าสวนสารละลายที่ไดไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ท่ี
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  เก็บสารละลายสวนใสไวสํ าหรับหาปริมาณไนเทรต (Vendrell
and Zupancic, 1990)
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2.2  การศึกษาอิทธิพลของสิ่งแวดลอมตอ แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
2.2.1 การศึกษารูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ( activity )

ใน ชวงวัน
         2.2.1.1  พันธุขาวที่ใชศึกษา

                               ก. ศึกษาในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวงอายุ 8 สัปดาห    ซ่ึงปลูกในดิน
ในโรงเพาะชํ า  และไดรับปุยสูตร 20-20-0 เปนเวลา 4 วันกอนวันเก็บตัวอยาง  มีปริมาณไน
เทรต 2.67 + 0.35 ไมโครโมลตอน้ํ าหนักดินแหง 1 กรัม

ข. ศึกษาในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวงอายุ   2  สัปดาห   ท่ีปลูกใน
ระบบไฮโดรโพนิค โดยไดรับธาตุอาหารสูตร  Hoagland’s solution ความเขมขน ¼ เทา
และไดรับแสงประมาณ 6,000 ลักซ หรือ  270 µmol/m2/s.  เปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวัน
เปลี่ยนอาหารทุกๆ  4 วัน  ปรับปริมาตรสารละลายดวยการเติมน้ํ ากลั่น และปรับระดับคาพี
เอชในสารละลายทุก 1-2วัน ดวย HCl และ NaOH ใหมีคาพีเอชอยูในชวง 6.5 + 0.3
                  2.2.1.2  การเก็บตัวอยาง
                               เก็บตัวอยางใบที่ 2 และ 3 จากยอด และ ราก ท่ีเวลา  06.00 น., 09.00
น., 12.00 น., 15.00 น., 18.00 น., 21.00 น., 24.00 น., และ 03.00 น. โดยเก็บครั้งละ
ประมาณ 1 กรัม  จํ านวน 6 ซ้ํ า ( 1 ซ้ํ า = 1 ถัง )   ลางใบและรากดวยนํ้ ากลั่น    ใชไนโตรเจน
เหลวทํ าใหกรอบ แลวบดในโกรงบดยา  เก็บตัวอยางที่บดแลวไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส  จนกวาจะวัดแอคติวิตี

2.2.2 ผลของชวงเวลาที่ไดรับแสง ( photo period ) และความสมบูรณของธาตุ
         อาหารตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                    2.2.2.1  พันธุขาวที่ศึกษา ศึกษาในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวงอายุ  2 สัปดาห
ท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิค ในสารละลายธาตุอาหารสูตร  Hoagland’s solution ความเขม
ขน 1/2 เทา และ ความเขมขน 1/20 เทา โดยไดรับแสง  ประมาณ 6,000 ลักซ หรือ  270 µ
mol/m2/s.  เปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวัน และ 10 ช่ัวโมงตอวัน   และเปลี่ยนอาหารใหมทุกๆ  4
วัน และ12 ช่ัวโมงกอนเก็บตัวอยาง ปรับปริมาตรสารละลายดวยการเติมน้ํ ากลั่น และปรับ
ระดับคาพีเอชในสารละลายทุก 1-2 วัน โดยการเติม HCl หรือ NaOH เพื่อรักษาระดับพีเอช
ใหอยูในชวง 6.5 + 0.3
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                 2.2.2.2 การเก็บตัวอยาง
เก็บตัวอยางใบขาว  ท่ีเวลา  06.00 น., 09.00 น., 12.00 น., 15.00

น., 18.00 น., 21.00 น., 24.00 น., และ 03.00 น. โดยเก็บครั้งละ ประมาณ 0.25 กรัม
จํ านวนสาม ซ้ํ า ใชในโตรเจนเหลวทํ าใหกรอบ แลวบดในโกรงบดยา  เก็บตัวอยางใบที่บด
แลวไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวาจะวัดแอคติวิตี

2.2.3 ผลการเติมอากาศในระบบการปลูกในสารละลายธาตุอาหาร ตอการ
                 ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
             2.2.3.1 พันธุขาวที่ศึกษา
                   ศึกษาในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง  ท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิคโดย
ไดรับอาหารสูตร  Hoagland’s solution ความเขมขน ¼ เทาเพียงครั้งเดียว และไดรับแสง
ประมาณ 6,000 ลักซ หรือ  270 µmol/m2/s. เปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวัน   ปรับปริมาตรสาร
ละลายดวยการเติมน้ํ ากลั่น และปรับระดับคาพีเอชในสารละลายทุกวัน  เปรียบเทียบผลการ
เติมอากาศลงไปในสารละลายธาตุอาหาร โดยใชท่ีเติมอากาศสํ าหรับตูปลาและปรับระดับ
ความแรงของอากาศที่เติมใหอยูในระดับตํ่ าที่สุด  กับการไมเติมอากาศ
         2.2.3.2 การเก็บตัวอยาง

เก็บตัวอยางใบขาวที่เวลา 11-12 นาฬิกา โดยเก็บใบทุกใบยกเวนใบ
ยอด  ประมาณ 0.25 กรัม ตอถัง  (จํ านวน 3 ซ้ํ า ตอกลุมการทดลอง) ทํ าใหใบกรอบโดยใส
ไนโตรเจนเหลวกอนบดในโกรงบดยา  แลวเก็บตัวอยางที่บดแลวที่  –20 องศาเซลเซียสจน
กวาจะนํ ามาวัดแอคติวิตี และหาปริมาณโปรตีน  เก็บตัวอยางเมื่อตนขาวอายุ 7, 9, 13, 14
และ 16 วัน

35



                                                                                                                                                   
                                                                                                                             ปมอากาศ

                                                                                สายยางตอกับหัวทรายสํ าหรับใหออกซิเจน

   ถงัพลาสติก                                                                         โฟมหนา ½ นิ้ว

สารละลายธาตุอาหาร                                                               ≈ 4 เซนติเมตร
            (1ลิตร)

         รูปที่ 8  การเติมอากาศใหกับระบบการปลูกขาวในสารละลายธาตุอาหาร
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2.3 ผลของไนโตรเจนในรูปของไนเทรต  แอมโมเนียม และไนเทรตรวมกับแอมโม-
เนียม
2.3.1 พันธุขาวที่ศึกษา

          ศึกษาในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง ดอกพยอม และขาวดอกมะลิ105 ท่ีปลูก
ในระบบไฮโดรโพนิค และไดรับแสง ประมาณ 6,000 ลักซ หรือ 270 µmol/m2/s เปนเวลา 12
ช่ัว-โมงตอวัน
  2.3.2 สูตรอาหารทดสอบ
      ใชธาตุอาหารสูตร Hoagland’s solution  ความเขมขน ½ เทา โดยดัดแปลง
เปน
1.  สูตรไมมีธาตุไนโตรเจน (N-free)
2.  สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนในรูปของไนเทรต  ความเขมขน 1.25 , 2.5  และ 5 มิลลิโมลาร
3.  สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม  ความเขมขน 1.25 , 2.5  และ 5 มิลลิโม
     ลาร
4.  สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเทรต  (ในอัตราสวน 1:1)   ความเขมขน
1.25 , 2.5  และ 5 มลิลิโมลาร
    สํ าหรับสารละลายธาตุอาหารนี้จะเตรียมเพียงครั้งเดียวในตอนแรก จากนั้นปรับคาพีเอช
โดย การเติม HCl หรือ NaOH เพื่อรักษาระดับพีเอชใหอยูในชวง 6.5 + 0.3 รวมทั้งเติมน้ํ า
กลั่นเพื่อรักษาระดับปริมาตรของสารละลายใหคงที่อยูเสมอทุกๆวัน
      2.3.3 การเก็บตัวอยาง
                 เก็บตัวอยางใบขาวทุกใบยกเวนยอด เริ่มเก็บในชวงเวลา 11.00 น.–13.00 น.
โดยเก็บครั้งละ ประมาณ 0.25 กรัม (จํ านวน 3 ซ้ํ า) ตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ แบงใบขาวไปอบแหง
เพื่อหาปริมาณไนเทรตในใบ ใบขาวอีกสวนหนึ่งนํ ามาบดโดยใชไนโตรเจนเหลวทํ าใหกรอบ
กอนบดจากนั้นเก็บตัวอยางที่บดแลวที่ –20องศาเซลเซียสจนกวาจะนํ ามาหาคาแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรต รีดักเทส และปริมาณโปรตีน   ทํ าการเก็บตัวอยางทุกๆ  4 – 5 วัน   โดย
เก็บตั้งแตเริ่มลงปลูก จนระดับคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ลดลงเปนศูนย หรือ 1
เดือนโดยประมาณ
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2.4    การสกัดเอนไซม และทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวไร
  ทุกขั้นตอนทํ าที่อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส

2.4.1 การเตรียม crude extract
ตัดใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวงอายุประมาณ 1 เดือน จากตนที่ปลูกในดิน และ

ไดรับการเติมปุยลวงหนาเพื่อชักนํ าใหมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสกอนการเกิบตัว
อยางเปนระยะเวลา 1 สัปดาห โดยนํ าใบมาลางทํ าความสะอาดดวยนํ้ ากลั่น  ช่ังใบมา 150
กรัม  แลวใชผาชุบน้ํ าบิดหมาดคลุมไวเพื่อปองกันใบแหง  ตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ ตํ าในโกรงบด
ยาใหละเอียดโดยใชไนโตรเจนเหลวทํ าใหใบกรอบ  นํ าสวนที่ตํ าละเอียดตักใสบีกเกอร  จาก
น้ันสกัดเอนไซมดวย 600 มิลลิลิตร  ของ  0.1  M Tris-HCl buffer pH 7.5   ซ่ึงประกอบดวย
1 มิลลิโมลาร  EDTA และ 0.5 มลิลิโมลาร PMSF โดยนํ าไปโฮโมจีไนซ 5 นาที ดวยเครื่อง
Polytron  homogenizer แลวกรองดวยผากอซ 6-8 ช้ัน  นํ านํ้ าที่กรองไดไปหมุนเหวี่ยงที่
5,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที  เก็บเฉพาะสวนสารละลายมาวัดปริมาตร  เก็บแยกไว 5
มิลลิลิตร เพื่อใชหาปริมาณโปรตีนและความวองไวจํ าเพาะของเอนไซม
      2.4.2. การตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

นํ าสวนสารละลายใสที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงมาเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต    
ใหไดความเขมขน 0-30 เปอรเซ็นตของความอิ่มตัว  โดยคอยๆ เติมเกลือลงทีละนอยๆ จน
หมด  คนชาๆ ท้ิงไว 1 ช่ัวโมง   นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที  นาน 30 นาที  เก็บ
สวนตะกอนที่ไดไปละลายดวย 0.1 M Tris-HCl pH 7.5 ซ่ึงประกอบดวย 1 มิลลิโมลาร
EDTA, 0.5 มิลลิโม-ลาร PMSF และ 1 มลิลิโมลาร DTT แลวนํ าไปไดอะไลซเอาเกลือออก
เรียกสวนนี้วาสารละลาย P1 (0-30%) สํ าหรับสารละลายสวนใสที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงนํ า
มาเติมแอมโมเนียมซัลเฟตใหไดความเขมขน 30-50 เปอรเซ็นตของความอิ่มตัว นํ าไปหมุน
เหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที  นาน 30 นาที เก็บสวนตะกอนที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงไป
ละลายดวยบัฟเฟอรเดิมแลวนํ าไปไดอะไลซเอาเกลือออกเรียกสวนนี้วาสารละลาย P2 (30-
50%) สํ าหรับสารละลายสวนใสที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงนํ ามาเติมแอมโมเนียมซัลเฟตใหได
ความเขมขน 50-70 เปอรเซ็นตของความอิ่มตัว นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที นาน
30 นาที เก็บสวนตะกอนที่ไดมาละลายดวยบัฟเฟอรเดิมจากนั้นนํ าไปไดอะไลซเอาเกลือออก
เรียกสารละลายที่ไดในขั้นตอนนี้วาสารละลาย P3 (50-70%) นํ าสารละลาย P1,  P2 และ
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P3  มาหาคาแอคติวิตีของเอนไซมเพื่อเลือกปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมใน
การสกัดเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

หลังการสกัดเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
ในระดับความอิ่มตัวที่เหมาะสมแลว แบงสารละลายเอนไซม 1 ใน 4 สวน นํ าไปเก็บไว
สํ าหรับศึกษาความคงตัวของเอนไซม  สวนที่เหลือนํ าไปไดอะไลซดวยบัฟเฟอรเดิมเพื่อใชใน
การทํ าบริสุทธิ์เอนไซมตอไป

2.4.3 การทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทส   โดยใช  Blue-sepharose
column  chromatographyบรรจุ Blue-sepharose ลงในคอลัมนขนาด (1.5 cm x 20 cm)
จากนั้นปรับสภาพคอลัมน ดวย 0.1 M Tris-HCl pH 7.5 ซ่ึงประกอบดวย 1 มิลลิโมลาร
EDTA, 0.5 มิลลิโมลาร PMSF และ 1 มลิลิโมลาร DTT ปริมาตรเปนสองเทาของปริมาตร
คอลัมน  นํ า dialysate  ท่ีไดมาใสลงในคอลัมนในอัตราปริมาณโปรตีน 5-7 มิลลิกรัมตอ 1
มิลลิลิตร bed volume จากนั้นชะดวย 0.1 M Tris-HCl pH 7.5 ซ่ึงประกอบดวย 1 มิลลิโม
ลาร EDTA, 0.5 มลิลิโมลาร PMSF  และ 1 มิลลิโมลาร DTT โดยใชอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตร/
นาที  เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร  ชะลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร
น้ีจนกระทั่งคา OD. 280 เขาใกล 0 จากนั้นชะดวย 0.3 M KNO3 ในบัฟเฟอรเดิม  และตรวจ
หาแอคติวิตีของเอนไซมทุกๆ 5-10 หลอด  รวมสารละลายที่มีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสไวดวยกัน  แลวนํ ามาตกตะกอนโปรตีนดวย แอมโมเนียมซัลเฟต  ใหไดความเขมขน
50 เปอรเซ็นตของความอิ่มตัวทิ้งไว 1-2 ช่ัวโมงแลวนํ าไปหมุนเหวี่ยงที่  8,000 รอบตอนาที
นาน 30 นาที  เก็บสวนของตะกอนมาละลายกลับใน 0.1 M  Tris-HCl pH 7.5 ซ่ึงประกอบ
ดวย 1 มิลลิโมลาร EDTA ,0.5 มลิลิโมลาร PMSF และ 1 มิลลิโม-ลาร  DTT  แลวนํ าไป
dialyse ดวย บัฟเฟอรเดิม  วัดปริมาตรและแบงเก็บไวสํ าหรับหาปริมาณโปรตีน และความ
วองไวจํ าเพาะของเอนไซม
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                                                            ใบขาวไร ตํ าใหละเอียด+ 0.1 M Tris-HCl buffer pH7.5
 ซึง่ประกอบดวย 1 มลิลิโมลาร EDTA และ 0.5
มลิลิโมลารPMSF
 โฮโมจีไนซ  5 นาที

                                                                           กรองผานผากอต

                                                       นํ ้ากรองที่ได          ตะกอนทิ้งไป
                                                                  หมนุเหวีย่ง 5,000 รอบตอนาที, 20 นาที

                                                สารละลายใส                 ตะกอนทิ้งไป
                                                         ตกตะกอนใหไดความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต
                                                         เปน 30 เปอรเซ็นตของความอิ่มตัว
                                                        หมนุเหวีย่ง 5,000 รอบตอนาที , 20 นาที

                  ตะกอนทิ้งไป                      สารละลายใส
                                                                      ตกตะกอนใหไดความเขมขนของแอมโมเนียมซัล
                                                                      เฟต เปน  50 เปอรเซ็นตของความอิ่มตัว
                                                                      หมนุเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที , 30 นาที

                                                  ตะกอน                    สารละลายใสทิ้งไป
                                                         ละลายกลับดวย 0.1 M Tris-HCl buffer pH 7.5 ซึ่ง
                                                          ประกอบ ดวย1 มลิลิโมลาร EDTA , 0.5 มลิลิโมลาร
                                                           PMSF และ 1 มลิลิโมลาร DTT
                                                  dialyse,
                                          Blue sepharose column

  
        รปูที่ 9 ไดอะแกรมการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทส  จากใบขาวไร
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2.5 การยอมแอคติวิตีของเอนไซม ไนเทรตรีดักเทส  บนแผนเจลโพลีอคริลาไมด
2.5.1 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีสิสแบบไมเสียสภาพธรรมชาติ

( Non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis, ND PAGE)
      2.5.1.1 การทํ าโพลีอะคริลาไมดเจล
            โพลีอะคริลาไมดท่ีใชศึกษาเปนแบบเจลแผน   (slab gel)  ในแผน
กระจกขนาด 10x10x0.15 เซนติเมตร ประกอบดวยเจลสองสวนคือ เจลสวนบน (stacking
gel) และเจลสวนลาง (separating gel) มีความสูงของเจล ประมาณ 3 เซนติเมตร และ 7
เซนติเมตร ตามลํ าดับ การเตรียมเจลทํ าตามวิธีของ Davis (1964) โดยมีสวนประกอบของ
เจลดังนี้

Stacking gel Separating gelสวนประกอบ
3% ( 5ml ) 5%( 5ml ) 10%( 5ml )

30 % Acrylamide. 0.8 %bis(ml) 0.5 0.84 1.67
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 (ml) 0.63 - -
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 (ml) - 2.5 2.5
10% ammonium persulphate (µl) 50 50 50
TEMED (µl) 5 5 5
น้ํ ากลั่น  (ml) 3.82 1.29 0.78

            2.5.1.2  การเตรียมอิเล็กโทรฟอรีสสิบัฟเฟอร
             ใช Tris-glycine buffer,pH 8.3 [0.025 M Tris-HCl (3.03g/l)- 0.192 M
Glycine (14.4 g/l)]

   2.5.1.3  การเตรียมสารตัวอยาง
                 ผสมสารละลายโปรตีนตัวอยาง 3 สวนกับบัฟเฟอร 200  มิลลิโมลารTris-

HCl , pH 6.8 ซ่ึงประกอบดวย 40 % glycerol, 8 มิลลิโมลาร EDTA และ 0.4%
bromophenol blue โดยใหความเขมขนสุดทายของสารละลายโปรตีนเมื่อเติมสวนผสมทั้ง
หมดแลว มีคาปริมาณโปรตีนประมาณ 1 mg/ml
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      2.5.1.4 การทํ าอิเล็กโตรฟอรีสิส
                     นํ าสารตัวอยางมาใสในแตละชองของเจลสวนบน ใชกระแสไฟ 120
โวลตนาน  4-5 ช่ัวโมง จนกระทั่งสีโบรโมฟนอลบลู เคลื่อนที่ไปจนหางจากขอบลางของแผน
เจล  ประมาณ 0.5 ซม.  ปดกระแสไฟ

2.5.1.5 การยอมโปรตีนดวย Coomassie  brilliant blue R 250
                   ยอมเจลดวย 0.08 % Coomassie brilliant blue R 250 ใน 50 %เม
ทานอล 7.5% กรดนํ้ าสม โดยแชเจลประมาณ 2 ช่ัวโมง แลวนํ าเจลไปลางสีท่ีไมจับกับโปรตีน
ออกดวย  50 % เมทานอล -7.5%  กรดนํ้ าสม นาน 30 นาที  แลวลางตอดวย  5%เมทานอล-
7.5% กรดนํ้ าสม 2-3 ครั้ง ดวยปริมาตรที่มากเกินพอ

2.5.2การยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสบนแผนเจลโพลีอคริลาไมด
                   2.5.2.1 การยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
       ทํ าตามวิธีของ Upcroft and Done (1974) โดยในระบบการยอมแอ
คติวิตี การทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ใหผลิตภัณฑเปนไนไทรต ซ่ึงจะไปทํ าปฏิกิริยา
กับ sulfanylamide  ในสภาวะที่เปนกรด  เกิดการฟอรมเปน diazonium ion  ซ่ึงตอมาจะ
สามารถจับกับ naphthol เกิดเปนบริเวณที่มีสีสามารถมองเห็นได  สารละลายที่ใชในการ
ยอมแอคติวิตีประกอบดวยสารละลาย 2 สวน คือสวนที่ทํ าใหเกิดปฏิกิริยา ( A ) และสวนที่
สองคือสวนที่ใชหยุดปฏิกิริยาและทํ าใหเกิดสี ( B )
สารละลาย สวนประกอบ

K-Phosphate,0.1 M, pH 7.5, 100  ml
KNO3, 150  mg
Ethanol 95%, 2.5  ml
NADH, 30 mg

A

Alcohol dehydrogenase  (Yeast enzyme), 100 units
Sulfanylamide 1% in HCl 1 N, 50 mlB
N-1-Naphthylethylenediamine.2HCl 0.01% in PO4 buffer, pH 7.5, 50 ml
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       2.5.2.2 ขัน้ตอนการยอมแอคติวิตี
      นํ าแผนเจลที่ตองการยอมมาแชในสารละลาย A ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นลางแผนเจลดวยนํ้ ากลั่น  และนํ าไปจุมลงในสารละลาย B
บริเวณที่มีแอค- ติวิตีของเอนไซมจะเกิดเปนแถบสีชมพูในเวลารวดเร็ว
2.6 การศึกษาขอมูลพ้ืนฐาน  และคุณสมบัติทั่วไปของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
        จากใบขาวไร
 2.6.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการรักษาสภาพของเอนไซมในตัวอยางที่ยัง
               ไมไดสกัดที่อุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิ –20   
               องศา-เซลเซียส
             ใบขาวไรท่ีนํ ามาศึกษาเปนพันธุกูเมืองหลวงอายุประมาณ 2 เดือน ซ่ึงปลูกในพื้น
ท่ีเดียวกัน  และไดรับปุย 4 วันกอนการเก็บ เมื่อบดใบขาวโดยใชไนโตรเจนเหลวทํ าใหกรอบ
กอนบดแลวจะไดใบขาวเปนผงเล็กๆ จากนั้นนํ ามาแบงใสในหลอดขนาดเล็ก (ประมาณ 0.5
กรัมน้ํ าหนักสด/หลอด) แยกเก็บท่ีอุณหภูมิหอง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ –20
องศา-เซลเซียส  จากนั้นนํ ามาหาคาความวองไวจํ าเพาะของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสทุกๆ 3-
5 วัน  โดยมีจํ านวน 3 ซ้ํ า ในแตละอุณหภูมิท่ีทดสอบ

2.6.2 การศึกษาผลของ PMSF ตอความเสถียรของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน
 crude extract

วัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract ท่ีไดจากการสกัดใบ
ขาวไรพันธุกูเมืองหลวงดวย Tris-HCl ความเขมขน 0.1 โมลาร ท่ีมี EDTA 1 มิลลิโมลาร
และมี PMSF 0.5 มิลลิโมลาร เปรียบเทียบกับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude
extract ท่ีสกัดดวยบัฟเฟอรเดียวกันที่ไมมี PMSF โดยนํ า crude extract ท่ีไดจากการแยก
ดวยคอลัมน Sephadex G-25 มาวัดแอคติวิตีของเอนไซมทันทีใหเปนเวลาที่ศูนย  จากนั้น
วัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสทุกๆ ครึ่งชั่วโมงเปนเวลา 7 ช่ัวโมง

2.6.3 การศึกษาผลของการเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทส     ที่ผานการทํ า
     บรสิุทธิ์โดยการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 %    
    ของความอิ่มตัว ในรูปของ dialysate และในรูปที่จับกับเกลือ
                แอมโมเนียมซัลเฟต

    นํ าเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัล-เฟตที่ 20-50 % ของความอิ่มตัว  มาแบงเปน 2 กลุม โดยกลุมแรกนํ าไปไดอะไลซเพื่อ
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แยกเอาเกลือออกทันที สวนกลุมท่ีสองเก็บเอาไวในรูปเดิม นํ าเอนไซมท้ังสองกลุมเก็บไวบน
น้ํ าแข็งตลอดการทดลอง วัดคาความวองไวจํ าเพาะของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่อายุการ
เก็บตางๆ กัน โดยเอนไซมกลุมท่ีสองจะถูกแบงมาไดอะไลซเอาเกลือออกกอนการวัดแอคติวิ
ตี
      2.6.4 การศึกษาคุณสมบัติ NAD(P)H–bispecific ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

    ใชเอนไซมท่ีไดมาจากการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-
50% ของความอิ่มตัว และไดอะไลซเอาเกลือออกแลวมาศึกษาสมบัติทางจลนศาสตร โดย
ศึกษาผลของความเขมขนของสับสเตรตตออัตราเร็วของปฏิกิริยา  ซ่ึงสับสเตรตที่ใชศึกษาได
แก KNO3  NADH และ NADPH  แบงเปน 2 ชุดการทดลองคือ

ชุดที่ 1 ศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรดักเทสเมื่อใช NADH เปนตัวให
อิเล็กตรอน  โดยศึกษาแอคติวิตีเชนเดียวกับขอ 2.1.9  ใชความเขมขนของสับสเตรต KNO3

ในชวง 0 -10 มิลลิโมลาร  และความเขมขนของสับสเตรต NADH ในชวง 0 - 0.4 มิลลิโมลาร
ชุดที่ 2 ศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรดักเทสเมื่อใช NADPH เปนตัวให

อิเล็กตรอน โดยศึกษาแอคติวิตีเชนเดียวกับขอ 2.1.9 แตเติมเอนไซม lactate
dehydrogenase  0.25 ไมโครโมลาร และไพรูเวท 1 มิลลิโมลารลงในสวนผสมที่ใชวัดแอคติ
วิตีดวย  ใชความเขมขนของสับสเตรต KNO3 ในชวง 0 -10 มิลลิโมลาร  และความเขมขน
ของสับสเตรต NADPH ในชวง 0 - 0.4 มิลลิโมลาร

 คา Km ของสับสเตรต หาไดจาก Lineweaver-Burk double reciprocal plot
    2.6.5 การศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก
               เทสใน crude extract และ 20-50% ammonium sulphate precipitate

         ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมใน crude extract และในสวนที่ผานการตก
ตะกอน

โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-50% ของความอิ่มตัวที่ไดอะไลซเอาเกลือออก
แลว  วัดแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 2.1.9  โดยปรับคาพีเอชของ  1 M Tris-HCl ซ่ึงเปนบัฟ
เฟอรท่ีใชในการวัดแอคติวิตีใหมีคาพีเอช 2.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 7.5, 8.0, 9.0, 10.0,11.0,
12.0 และ 14.0
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2.6.6 การศึกษาผลของ FAD และ molybdenum ตอแอคติวิตีของเอนไซมไน-
เทรตรีดักเทส

       2.6.6.1 ผลการเติม 5 µM FAD, 5 µM molybdenum และ 2.5µM FAD
                รวมกับ 2.5 µM molybdenum ในสวนผสมที่วัดแอคติวิตี

ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตก
ตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-50% ของความอิ่มตัวและไดอะไลซเอา
เกลือออกแลว โดยเปรียบเทียบระหวางการเติม FAD และ molybdenum  ซ่ึงเปนสวนหนึ่ง
ของโมเลกุลเอนไซมลงในสวนผสมที่ใชวัดแอคติวิตี  ใชความเขมขนของ FAD  5 ไมโครโม
ลาร, molybdenum 5    ไมโครโมลาร และ FAD รวมกับ molybdenum (1:1) 5 ไมโครโม
ลาร

        2.6.6.2  ผลของ FAD ตอการเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
                    ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตก

ตะกอน โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-50% ของความอิ่มตัวและไดอะไลซเอา
เกลือออกแลวโดยแบงเอนไซมเปนสองกลุม กลุมท่ีหนึ่งเติม FAD 5 ไมโครโมลาร ลงไปผสม
กับเอนไซม  กลุมท่ีสองไมเติม FAD นํ าเอนไซมท้ังสองกลุมมาวัดแอคติวิตีตามวิธีเดียวกับขอ
2.1.9 โดยวัดทุกๆสองวันจนหมดแอคติวิตี

2.6.7 การศึกษาผลของ Mg2+ ที่ระดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตีของ
                เอนไซมไนเทรตรีดักเทส        
          ตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-50% ของความอิ่มตัวที่ไดอะไลซเอาเกลือออกแลว โดย
เติม MgCl2  ลงในสวนผสมของสารละลายสํ าหรับวัดแอคติวิตี ในระดับความเขมขน ตางๆ
กัน คือ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิโมลาร

2.6.8 การศึกษาผลของ sodium azide (NaN3) ที่ระดับความเขมขนตางๆ กัน
                 ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
                     ตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-50% ของความอิ่มตัวที่ไดอะไลซเอาเกลือออกแลว โดย
เติม sodium azide (NaN3) ลงในสวนผสมของสารละลายสํ าหรับวัดแอคติวิตี ในระดับความ
เขมขน ตางๆกัน คือ 0, 50, 100, 150 และ 200 ไมโครโมลาร
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2.6.9 การศึกษาผลของ 5/-AMP ที่ระดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตี
                 ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
              ตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-50% ของความอิ่มตัวที่ไดอะไลซเอาเกลือออกแลวโดย
เติม 5/-AMP ลงในสวนผสมของสารละลายสํ าหรับวัดแอคติวิตี ในระดับความเขมขน ตางๆ
กัน คือ 0, 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิโมลาร  เปรียบเทียบความแตกตางระหวาง  การมี
MgCl2 และไมมี MgCl2  ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร อยูในสวนผสมของสารละลายสํ าหรับ
วัดแอคติวิตี
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