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ภาคผนวก 
 
 
1.   การวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 

ประยุกตวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) 
การเตรียมกราฟมาตรฐานไนไตรต 
1. เตรียมหลอดทดลองที่มีไนไตรต 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, และ 0.1 µmole ในสารละลาย       

มาตรฐาน 1.0 มิลลิลิตร โดยใชสารละลาย 0.2 มิลลิโมลาร KNO2  
2. เติม 1%(w/v) sulfanilamide ใน 1.5 โมลาร HCl 0.5 มลิลิลิตร 
3. ทําใหเกิดสีโดยเติม 0.002%(w/v)N-(1-napthyl) ethyllenediamine.2HCl เขยาใหเขากนั วาง

ไว 20 นาท ี
4. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร 
การวัดแอคติวตีิของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
สารผสมสําหรับการทาํปฏิกริิยา ประกอบดวย  
 
สวนประกอบ ปริมาตรในการวิเคราะห (ml) Blank (ml) 
น้ํากลัน่ 0.4 0.7 
1.0 M Tris-HCl buffer pH 7.5 0.1 0.1 
0.1 M KNO3 0.1 0.1 
sample 0.3 - 
   
1. เร่ิมปฏิกิริยาโดยเติม 1.0 มิลลิโมลาร NADH 0.1 มิลลิลิตร ใชเวลาในการทําปฏิกริิยา 10, 20, 

30 และ 40 นาท ี
2. หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 1%(w/v) sulfanilamide ใน 1.5 โมลาร HCl 0.5 มิลลิลิตร 
3. ทําใหเกิดสีโดยเติม 0.002%(w/v)N-(1-napthyl) ethyllenediamine.2HCl เขยาใหเขากนั วาง

ไว 20 นาท ี
4. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร 
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2.  การหาปรมิาณโปรตีน 
        ประยุกตวิธขีอง Lowry และคณะ (1951) โดยใช bovine serum albumin เปนโปรตีนมาตรฐาน 
ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นํามาใสหลอดทดลองใหมีโปรตีนปริมาณ 20, 40, 60, 80, 100 
และ 120 ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหได 0.1 มิลลิลิตรตอหลอด 

การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 
 
สวนประกอบ ปริมาตรในการวิเคราะห (ml) Blank (ml) 
น้ํากลัน่ - 0.1 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 0.1 - 
10%Deoxycholate 0.4 0.4 
2%Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH 3.0 3.0 
1%CuSO4+2%Na/K tartrate 0.1 0.1 

         
        เขยาใหเขากัน ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาท ี เติมสารละลาย Folin Ciacalteu’s phenol 
reagent ในน้าํกลั่น (1:1) 0.3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันวางทิ้งไว 30 นาที นําไปอานคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

การหาปริมาณโปรตีนจากสารตัวอยาง 
        เจือจางโปรตีนในสารตวัอยางดวยน้าํกลั่นใหไดปริมาณโปรตีนอยูในชวง 20-100 ไมโครกรมัตอ
มิลลิลิตร นํามาใสหลอดทดลองแลวหาปรมิาณโปรตีนเชนเดียวกับการวัดปริมาณโปรตีนมาตรฐาน 
 
3.  การวัดปริมาณไนเตรต 
        โดยประยุกตวิธขีอง Cataldo และคณะ (1975) 

การเตรียมกราฟมาตรฐานไนเตรต 
เตรียมหลอดทดลองที่มี KNO3 เขมขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 และ 0.7 ไมโครโมลตอ 0.2 

มิลลิลิตร จากสารละลาย 5 มิลลิโมลาร  KNO3 

สวนประกอบ ปริมาตรในการวิเคราะห (ml) Blank (ml) 
น้ํากลัน่ - 0.2 
KNO3 ความเขมขนตางๆ 0.2 - 
5% Salicylic acid ใน conc. 
H2SO4 

0.8 0.8 
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        ต้ังทิ้งไวท่ีอุณหภูมหิอง 20 นาที จากนัน้เติม 4 นอรมอล NaOH 9.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ต้ัง
ท้ิงไวจนกวาสารละลายในหลอดจะเย็นลง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโน
เมตร 
        การวัดปริมาณไนเตรตในสารละลายตัวอยาง 
        นาํสารละลายตัวอยางที่ตองการวัดมาเจือจางดวยน้ํากลัน่ที่กาํจดัไอออนแลวใหไดปริมาณ        
ไนเตรตอยูในชวง 0.1-0.5 ไมครโมลตอ0.2 มิลลิลิตร นํามาใสหลอดทดลองแลวหาปริมาณไนเตรต
เชนเดียวกับการทํากราฟมาตรฐานไนเตรต 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.  การเพาะเลี้ยงสาหรายใน Illuminated Shaker  

สภาวะในการเพาะเลี้ยง 
ต้ังสภาวะในการเพาะเลี้ยงสาหรายโดยใหเขยาดวยความเร็ว 160 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45  

องศาเซลเซียส และใหแสงที่ความเขม 175 และ 622 µmole m-2 s-1   
การเตรียมสาหราย 

        นําสาหรายที่เก็บจากบอนํ้ารอน มาลางดวยน้าํที่ผานการฆาเชื้อ 2-3 ครั้ง แลวใชสาหราย 
ประมาณ 2 กรัมใสลงในฟลาสก ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลวสูตร BG-11 ที่ผานการฆาเชื้อ
แลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวจึงนําไปเพาะเลี้ยงใน Illuminated Shaker 
        ในกรณีที่เปนการ subculture ของเซลลสาหราย ใหนาํอาหารเพาะเลี้ยงที่มีเซลลสาหรายมาหมุน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 10 นาทีเพ่ือตกตะกอนเซลลสาหราย จากนัน้ลางเซลล
สาหรายดวยน้ํากลั่น หรืออาหารเหลวสูตร BG-11 ที่ผานการฆาเชื้อแลว แลวจึงถายเซลลสาหรายลง
ในอาหารใหม และทาํการ subculture ทุกสัปดาห 
 
 

COOH 

OH 
+ HNO3 

H2SO4 OH 

COOH 

NO2 

+ H2O 

รูปที่ 37. แสดงปฏิกิริยาการเกิดไนโตรซาลซิิลิก (สมศักดิ ์มณีพงษ, 2537) 
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 สูตรอาหาร BG-11 สําหรับเพาะเลี้ยงสาหราย 
        ใชอาหารสูตร BG-11  (พิมพรรณ ตันสกุล, 2534) โดยเตรียมเปน stock ความเขมขน 20 เทา
เมื่อจะใช จึงนํามาเจือจาง ปรับ pH ใหได 7.4และฆาเชื้อดวย Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
ตารางที่ 3. สูตรอาหาร BG-11 (พิมพรรณ ตันสกุล, 2534) 
 
สารเคมี ความเขมขน (g/l) 
NaNO3 15.0 
K2HPO4 0.4 
MgSO4.7H2O 0.75 
CaCl2.2H2O 0.36 
Citric acid 0.06 
Ferric ammonium citrate 0.06 
EDTA disodium magnesium salt 0.01 
Na2CO3 0.02 
Trace metal mix A5 1.0 ml 

เติมธาตุอาหารเหลานี้ลงใน Deionized water 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เปน 7.4 นําไปฆาเชื้อโดยใช Autoclave ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาท ี
ตารางที่ 4. สวนประกอบของ Trace metal mix A5 
 
สารเคมี ความเขมขน (g/l) 
H3BO4 28.6 
MnCl2.4H2O 18.1 
ZnSO4.7H2O 2.22 
NaMoO4.2H2O 3.9 
CuSO4.5H2O 0.079 
Co(NO3) 2.6H2O 0.494 
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ตารางที่ 5. อัตราการเจริญเติบโตของสาหราย (วัดโดยวิธวีัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 560 
นาโนเมตร) เม่ือเพาะเลี้ยงดวยอาหารสูตร BG-11 ทีม่ีการดัดแปลงใหมีไบคารบอเนตความเขมขน
ตางกันและใหแสง 175 µmole m-2 s-1   HCO3 -   
 

HCO3 –(g/l)  
วันที่เพาะเลี้ยง  

ไมม ี 2 4 6 

เริ่มตน 0.32 ± 0.01a 0.32 ± 0.003 a  0.37 ± 0.044 aa  0.38 ± 0.002 aa  
1 0.46 ± 0.008 b 0.63 ± 0.025 bb 0.66 ±0.042 bb 0.69 ± 0.034  bb 
2 0.73 ± 0.067 c 1.08 ± 0.013 cc 1.09 ±0.046 cc 1.10 ± 0.024 cc 
3 1.04 ± 0.006 d 1.23 ± 0.011 dd 1.26 ± 0.014 dd 1.26 ±  0.001 dd 
4 1.17 ± 0.011 e 1.32 ± 0.001 ee 1.32 ± 0.005 ee 1.33 ± 0.003 ee 
5 1.25 ± 0.086 f 1.32 ± 0.002 f f 1.32 ± 0.002 f f 1.32 ±  0.001 f f 
6 1.32 ± 0.005 g  1.33 ± 0.002 g   1.34 ± 0.001 g   1.34 ± 0.002 g   
7 1.34 ± 0.003 h  1.36 ± 0.004 h  1.37 ± 0.003 h   1.37 ± 0.001 h   

 
a,  aa แสดงความแตกตางของขอมูล ในวันเริ่มตนเพาะเลี้ยง ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
b,  bb แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที ่1 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
c,  cc  แสดงความแตกตางของขอมูลในวนัที ่2 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

d,  dd แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที ่3 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
e,  ee แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที่ 4 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
f,  ff  แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
g,  gg  แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที ่5 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
h,  hh  แสดงความแตกตางของขอมูลในวนัที ่5 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
ในการวิเคราะหความแตกตางของขอมูล ไดวิเคราะหความแตกตางเฉพาะขอมูลในวันเดียวกนัเทานั้น 
(ในแถวเดียวกนั) 
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ตารางที่ 6. อัตราการเจริญเติบโตของสาหราย (วัดโดยวิธวีัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 560 
นาโนเมตร) เม่ือเพาะเลี้ยงดวยอาหารสูตร BG-11 ทีม่ีการดัดแปลงใหมีไบคารบอเนตความเขมขน
ตางกันและใหแสง 622 µmole m-2 s-1   HCO3 -   
 

HCO3 –(g/l)  
วันที่เพาะเลี้ยง  

ไมม ี 2 4 6 

เริ่มตน 0.30 ± 0.009a 0.28 ± 0.002 a  0.29 ± 0.001 a  0.35 ± 0.015 aa  
1 0.77 ± 0.038 b 0.99 ± 0.058 bb 1.05 ±0.011 bbb 1.05 ± 0.009 bbb 
2 1.08 ± 0.023c 1.29 ± 0.004 c c 1.29 ±0.004 c c 1.30 ± 0.003 c c 
3 1.21 ± 0.005 d 1.28 ± 0.009 dd 1.30 ± 0.001 dd 1.31 ±  0.001 dd 
4 1.31 ± 0.001 e  1.28 ± 0.032 e  1.29 ± 0.004 e   1.33 ± 0.001 e   
5 1.30 ± 0.002 f    

a,  aa แสดงความแตกตางของขอมูล ในวันเริ่มตนเพาะเลี้ยง ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
b,  bb,  bbb  แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที่ 1 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
c,  cc  แสดงความแตกตางของขอมูลในวนัที ่2 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

d,  dd แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที ่3 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
e,  ee แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที่ 4 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
f,  ff  แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
ในการวิเคราะหความแตกตางของขอมูล ไดวิเคราะหความแตกตางเฉพาะขอมูลในวันเดียวกนัเทานั้น 
(ในแถวเดียวกนั) 
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ตารางที่ 7. อัตราการเจริญเติบโตของสาหราย (วัดโดยวิธวีัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 560 
นาโนเมตร) เมื่อเพาะเลี้ยงดวยอาหารสูตร BG-11 ที่มีการดัดแปลงใหมีไนเตรตความเขมขนตางกัน
และใหแสง 175 µmole m-2 s-1   HCO3 -   
 

NO3 –(mM)  
วันที่เพาะเลี้ยง  

1.10 8.82 17.60 35.30 

0 0.08 ± 0.003 0.08 ± 0.002   0.10 ± 0.001  0.09 ± 0.003   
2 0.22 ± 0.017  0.21 ± 0.013  0.19 ±0.032   0.18 ± 0.044   
4 0.40 ± 0.045 c 0.41 ± 0.044 c 0.39 ±0.056 c 0.55 ± 0.052  cc 
6 0.86 ± 0.090 d 0.88 ± 0.038 d  1.04 ± 0.024 dd 1.02 ±  0.049 dd 
8 1.18 ± 0.034 e 1.23 ± 0.019 ee 1.28 ±0.009 e ee  
10 1.35 ± 0.012 f 1.36 ± 0.002 f  1.36 ± 0.003 f   

a,  aa แสดงความแตกตางของขอมูล ในวันเริ่มตนเพาะเลี้ยง ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
b,  bb แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที ่1 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
c,  cc  แสดงความแตกตางของขอมูลในวนัที ่2 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

d,  dd แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที ่3 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
e,  ee แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที่ 4 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
f,  ff  แสดงความแตกตางของขอมูลในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยงที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
ในการวิเคราะหความแตกตางของขอมูล ไดวิเคราะหความแตกตางเฉพาะขอมูลในวันเดียวกนัเทานั้น 
(ในแถวเดียวกนั) 
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ตารางที่ 8. คาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหรายเมื่อใชบัฟเฟอรในการสกัดตางกัน
และใชบัฟเฟอร Tris-HCl  ในการวิเคราะห 

บัฟเฟอรที่ใชสกัด คาแอคติวิตีของ NR  (nmole/min/mg.) 
MOPS+Chymostatin 1.42 ± 0.001 a 
MOPS 1.53 ± 0.001 b 
Tris-HCl+Chymostatin 1.35 ± 0.001 c  
Tris 1.36 ± 0.001 c 
a,  b, c แสดงความแตกตางของขอมูล ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
ตารางที่ 9. ผลของสารดีเทอรเจนตตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส  

คาแอคติวิตีของ NR เมื่อมีสารดีเทอรเจนตชนิดตางๆ ที่
ความเขมขนตางกัน (nmole/min/mg.) 

 
สารดีเทอรเจนต 

0.1 % 0.4% 
CHAPS 0.65 ±0.070 b 0.17 ±0.003 e 
Octyl β-D- glucopyranoside 1.29 ± 0.060 c 0.21 ±0.060 e 
Deoxycholate 0.39 ±0.115 a 0.10 ±0.016 d 
Triton X-100 0.27 ± 0.013 a 0.24 ± 0.004 e 
([octyl phenoxy] polyethoxyethanol) 0.33 ±0.006 a 0.47 ±0.263 f 
Tween-20 1.13 ±0.175 c 1.11 ± 0.025 g 
SDS 0.71 ± 0.014 b 0.09 ± 0.007 d 
a,  b, c แสดงความแตกตางของขอมูลท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%เมื่อใชสารดีเทอรเจนตชนิดตางๆ ที่
ความเขมขน 0.1 % (ในคอลัมนเดียวกนั) 
d,  e, f, g แสดงความแตกตางของขอมูลที่ระดับความเชื่อมั่น 95%เม่ือใชสารดีเทอรเจนตชนิดตางๆ ที่
ความเขมขน 0.4 % (ในคอลัมนเดียวกนั) 
 
 
 
 



 105

ตารางที ่ 10. คาแอคติวิตีของเอนไซม NR เมื่อเก็บเอนไซมในบัฟเฟอรที่มี glycerol 40% ท่ีอุณหภูมิ
ตางๆ กัน 

a,  aa  แสดงความแตกตางของขอมูลที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% ของเอนไซมท่ีเก็บในบัฟเฟอรที่มี 
glycerol 40% (ในแถวเดียวกัน) 
b,  bb  แสดงความแตกตางของขอมูลที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ของเอนไซมท่ีเก็บในบัฟเฟอรที่มี 
glycerol 40% ที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 1 วัน (ในแถวเดียวกนั) 
c,  cc, ccc   แสดงความแตกตางของขอมลูที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ของเอนไซมที่เก็บในบัฟเฟอรที่มี 
glycerol 40% ที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 2 วัน (ในแถวเดียวกนั) 
d,  dd, ddd   แสดงความแตกตางของขอมลูที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ของเอนไซมที่เก็บในบัฟเฟอรที่มี 
glycerol 40% ที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 3 วัน (ในแถวเดียวกนั) 
e,  ee, eee   แสดงความแตกตางของขอมลูที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ของเอนไซมที่เก็บในบัฟเฟอรที่มี 
glycerol 40% ที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 7 วัน (ในแถวเดียวกนั) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คาแอคติวิตีของเอนไซม NR (%) ที่อุณหภูมิตางๆ กัน (OC ) เวลาที่เก็บ 
(วนั) อุณหภูมิหอง 4 -20 -80 

0 100.00 ± 2.687 a 100.00 ± 2.687 a 100.00 ± 2.687 a 100.00 ± 2.687 a 
1 69.43 ± 2.801 b 109.74 ± 5.749 bb 115.00 ± 1.208 bb 112.50 ± 4.332 bb 
2 43.32 ± 3.688 c 108.45 ± 4.655 cc 110.21 ± 2.587 cc 108.84 ± 4.930 cc 
3 30.57 ± 4.360 d 98.05 ± 2.106 dd 105.02 ± 2.502 ddd 105.11 ± 3.437 ddd 
7 7.97 ± 2.255 e 96.68 ± 2.780 ee 95.48 ± 2.540 ee 80.07 ± 2.750 eee 
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ตารางที่ 11. แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสเมื่อวิเคราะหแอคติวิตีโดยใชบัฟเฟอร   
Tris-HCl ความเขมขน 1 โมลารและมีการเติม FAD, molybdenum และ FAD รวมกับ molybdenum  
ในปฏิกิริยา 

สารที่เติมในปฏิกิริยา คาแอคติวิตีของ NR (nmole/min) 
ไมม ี 1.06 ± 0.008 
10 µM FAD 1.06 ± 0.006 
10 µM Molybdenum 1.06 ± 0.006 
10 µM FAD+10 µM Molybdenum 1.06 ± 0.004 
ไมมีความแตกตางของขอมูลท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
ตารางที่ 12. ผลของ Mg 2+ และ PO4 

3- ที่ระดับความเขมขนตางๆ ตอคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต   
รีดักเทส 
ความเขมขนของสาร (mM) คาแอคติวิตีของ NR (nmole/min) เม่ือมี Mg 2+ และ PO4 

3- ที่ระดับ
ความเขมขนตางๆ 

 Mg 2+ PO4 
3- 

0 1.68 ± 0.016 1.68 ± 0.016 
2 1.60 ± 0.009 a 1.51 ± 0.032 b 
4 1.59 ± 0.011 a 1.48 ± 0.023 b 
8 1.56 ± 0.014 a 1.41 ± 0.015 bb 

10 1.53 ± 0.015 aa 1.37 ± 0.017 bbb 
a,  aa   แสดงความแตกตางของขอมูลที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% เมื่อมี Mg 2+ ความเขมขนตางๆ กัน (ใน
คอลัมนเดียวกัน) 
b,  bb, bbb   แสดงความแตกตางของขอมูลที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เมื่อมี PO4 

3- ความเขมขนตางๆ กัน 
(ในคอลัมนเดียวกนั) 
 
 
 
 
 




