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บทคัดยอ 
 
        การศึกษาความสัมพันธของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส ในสาหราย Phormidium tenue ซ่ึงเปน
สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน ที่เจริญไดดีในบอน้ํารอน ที ่ อ. เขาชัยสน จ. พัทลุง กับสภาวะในการ
เพาะเลี้ยงสาหราย พบวาปจจัยทีม่ีผลตอการเจริญเติบโตของสาหรายเมื่อใชอาหารเหลวสูตร BG-11 
ซ่ึงมีไนเตรต 17.6 มิลลิโมลารในการเพาะเลี้ยง คือ ปริมาณโซเดียมไบคารบอเนตและความเขมแสงที่
ใชในการเพาะเลี้ยง โดยเมื่อเติมโซเดียมไบคารบอเนต 2, 4 และ 6 กรัมตอลิตร การเจริญเติบโตของ
สาหรายไมแตกตางกัน (P ≤ 0.05) แตดีกวาเมื่อไมมไีบคารบอเนต เม่ือเพาะเลี้ยงสาหรายที่ความเขม
แสง 622 µmole m-2 s-1 สาหรายจะเจริญเติบโตไดดีกวาเมื่อเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 175 µmole 
m-2 s-1  เพราะฉะนัน้ในการเพาะเลี้ยงสาหรายจึงใชอาหารเหลวสูตร BG-11 ท่ีมไีบคารบอเนต 2 กรัม
ตอลิตร (25 มิลลิโมลาร) ท่ีระดับความเขมแสง 622 µmole m-2 s-1   จากผลการติดตามปริมาณไน
เตรตและ ไนไตรตในอาหารในระหวางการเจริญเติบโต พบวาปริมาณไนเตรตมีแนวโนมลดลง สวน
ปริมาณไนไตรตจะเพ่ิมขึ้น สาหรายจึงนาจะใชไนเตรตในการเจริญเติบโตและมกีารขบัไนไตรตสวนเกิน
ออกจากเซลล 
        สภาวะในการเพาะเลี้ยงสาหรายทีท่าํใหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสสูงที่สุด คือ ใช
อาหารสูตร BG-11 ที่ดัดแปลงใหมีโซเดียมไนเตรต 0.05 มิลลิโมลารและโซเดียมไบคารบอเนต 25 มิล-
ลิโมลาร  และเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 622  µmole m-2 s-1  
        เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P.  tenue  เปนเอนไซมนี้เกาะติดอยูกับสวนเมมเบรนของ
เซลลแตไมสามารถใชสารดีเทอรเจนตตางๆ เชน CHAPS, octyl β-D-glucopyranoside, 
deoxycholate, Triton X-100, ([octylphenoxy] polyethoxyethanol), Tween-20 และ SDS สกัด
ออกมาไดเนื่องจากสารดีเทอรเจนตเหลานี้มีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม  
        แอมโมเนียมไอออนในอาหารเพาะเลี้ยงสาหรายไมมีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม โดยพบวา
การเพาะเลี้ยงสาหรายโดยใหไนโตรเจนในรูปไนเตรต, แอมโมเนียม และแอมโมเนียมรวมกับไนเตรต มี
ผลกระตุนการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดเหมือนกนั 
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        การศึกษาขอมูลพืน้ฐานเกี่ยวกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทส  พบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน
สาหรายมีความเสถียรที่อุณหภูมิหองในระดับหนึ่ง คือเมื่อเก็บไว 1 วนั เอนไซมยังมีแอคติวิตีเหลอือีก 
70% จากเริ่มตน และการเก็บสารสกัดหยาบของเอนไซมในบัฟเฟอรที่มี glycerol 40% จะทําให
เอนไซมมีความเสถียรมากกวาการเก็บในบัฟเฟอรที่ไมม ี glycerol เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ –80, -20 และ    
4 องศาเซลเซียส  
        แอคติวิตีของเอนไซมถกูยับยั้งไดดวย แอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมเอไซด, โซเดียมไซยาไนด และ
โซเดียมไธโอไซยาเนต ในขณะทีแ่มกนีเซียมไอออนและฟอสเฟตไอออนมีผลใหแอคติวิตีของเอนไซม
ลดลงเพียงเล็กนอยเทานัน้ สวนการเติม FAD และ molybdenum พบวาไมไดมผีลใหแอคติวตีิเพิ่ม
สูงขึ้น 
        จากการทดสอบผลของตัวใหอิเล็กตรอนคือ NADH และ NADPH ในการรีดิวซไนเตรตของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทส พบวา NADH และ NADPH มีผลทําใหแอคติวิตีของเอนไซมเพิ่มขึ้นเลก็นอย 
โดยมีคา Km ของ NADH เทากบั 0.039 มิลลิโมลาร, คา Km ของ KNO3 เมื่อใช NADH เปนตัวให
อิเล็กตรอน มีคา 40 มิลลิโมลาร, คา Km ของ NADPH เทากับ 0.126 มิลลิโมลาร และ Km ของ KNO3 
เมื่อใช NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอน มีคา 43.48 มิลลิโมลาร  
        การทดสอบการเกิด cross reaction ของแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิข์อง
ขาวโพดกับสารสกัดหยาบของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหราย P. tenue  พบวาสามารถเกิด 
cross reaction ไดแสดงวาโครงสรางบางสวนของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหราย P. tenue  
เหมือนกนักับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากขาวโพด 
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Abstract 
 

Nitrate reductase (NR) activities of Phormidium tenue, a blue green alga found 
abundant in hot-water spring at Kao Chai-Son District in Phatthalung Province, were 
investigated in relation to growth conditions. 

Using the BG-11 medium as culture base for P. tenue, effects of sodium 
bicarbonate and sodium nitrate supplements as well as light regimen on the growth rate 
were examined. It was found that addition of sodium bicarbonate at 2, 4 and 6 g/l brought 
about the same algal growth rate (P≤ 0.05). Culturing with light intensity at 622 µmole m-2s-1 
resulted in a more rapid growth rate than that at 175 µmole m-2 s-1 light intensity. The 
optimal condition for culturing P. tenue cells was that using BG-11 medium containing       
25 mM bicarbonate at light intensity 622 µmole m-2 s-1. It was found that the concentration of 
nitrite in medium increased while that of nitrate decreased during culturing. This result 
indicated that nitrate could be metabolized by the alga and nitrite, the product of nitrate 
reduction, was secreted into the culture medium. 

The highest activity of P. tenue was obtained two days after culturing at the optimal 
conditions.  

P. tenue NR is a membrane-bound enzyme and it has not been possible to 
solubilize it from the algal membrane by various detergents, such as CHAPS, octyl β-D-
glucopyranoside, deoxycholate, Triton X-100, Igepal CA-630 (([octylphenoxy] 
polyethoxyethanol)), Tween-20 and SDS. 

The activity of the enzyme was not affected by the presence of ammonium ion as 
seen by the addition of ammonium ion or a mixture of nitrate and ammonium in the culture 
media could activate P. tenue  NR to the same extent. 
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The stability of P. tenue NR was also examined and it was found to be partially 
stable after extraction. Only 70% of the activity was retained after storage at room 
temperature for one day. The stability of the crude particulate fraction could be prolonged 
with the addition of 40% glycerol when kept at -80, -20 and 4°C. The addition of FAD and 
molybdate could not increase P. tenue NR activity.  

The activity of enzyme could be inhibited by ammonium sulphate, sodium azide, 
sodium cyanide and sodium thiocyanate. Magnesium and phosphate ions slightly reduced 
the enzyme activity. 

The influence of NADH or NADPH as an electron donor for nitrate reduction was 
investigated and it was found that an addition of NADH or NADPH slightly increased NR 
acivity. The apparent Km of NR was 0.039 mM for NADH while the Km  value for KNO3 using 
NADH as an electron donor was 40 mM. The Km  for NADPH and that for KNO3 with NADPH 
as an electron donor were 0.126 mM and 43.48 mM, respectively. 

Finally, the particulate fraction of NR from P. tenue showed cross reactivity with 
rabbit antibody against purified nitrate reductase from corn, indicating some similarity 
between the structure of P. tenue  NR and that of corn NR. 


