
4.  วิจารณผลการทดลอง 
 
 
4.1  สภาพของบอน้ํารอน ธารน้ําจากบอน้ํารอน และลักษณะของสาหรายจากบอน้าํรอน 
        สภาพของบอนํ้ารอนที่ อ. เขาชัยสน จ. พัทลุง เปนบอดิน อุณหภูมิในบอน้ํารอน 55 องศา 
เซลเซียสและในธารน้ําจากบอน้ํารอนมีอุณหภูมิอยูในชวง 55-30 องศาเซลเซียส คาของ pH ในบอน้ํา
รอนคือ 7.4 และในธารน้ํารอนมีคา 7.4-8.9  เนื่องจากมีการกอปูนเปนทางใหน้าํไหล จึงมีความเปน
ดางเพิ่มขึ้น สีของน้ําใส ไมมีกลิ่นซัลเฟอร จากการเก็บตัวอยางน้าํในบอนํ้ารอนและธารน้าํรอน มา
วิเคราะหหาปริมาณไนเตรตและไนไตรต พบวาไมมีไนเตรตและไนไตรตในแหลงน้ํา (ตารางที่ 1) จาก
ขอมูลลักษณะของบอน้าํรอนเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่ใชเพาะเลี้ยงสาหรายจะเห็นวาใกลเคียงกัน 
คือในการเพาะเลี้ยงสาหราย จะเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส pH ของอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง
คือ 7.4 ไมมีซลัเฟอรในอาหาร แตในอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงมีไนเตรตถึง 17.6 มิลลิโมลาร ในขณะที่น้าํ
ในบอน้าํรอนตรวจไมพบไนเตรต นอกจากนี้ในการเพาะเลี้ยงสาหรายจะใหแสงตลอด 24 ช่ัวโมง 
แตกตางจากแสงที่มีในธรรมชาติ ทั้งนี้เปนเพราะขอจํากัดของเครื่องมือที่มีใช 
 ลักษณะของสาหรายในบอน้าํรอน เปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน เปนแทงๆ ยดึเกาะกับ
ดานขาง และกนบอ แทงของสาหรายมีลักษณะเปนเมือกๆ หุมอยู ซ่ึงเปนสวนที่ชวยใหสาหราย
สามารถมีชีวิตในสิ่งแวดลอมที่มีอุณหภูมิสูงได โดยสิ่งมีชีวิตที่อยูในสิ่งแวดลอมนีไ้ดตองมีโครงสราง
ของเซลลที่มีลักษณะพิเศษ คือมี เยื่อหุมเซลลที่หนาและมีเอนไซมทีพั่ฒนาใหสามารถทาํงานหรือไม
เสียสภาพในชวงอุณหภูมิสูง   (ประวิทย พิทักษวาป, 2533) 
 
4.2 การเปล่ียนแปลงของปริมาณไนเตรต  ไนไตรต ในอาหารเพาะเลีย้งสาหราย และ  
      ปริมาณไนเตรต  ไนไตรตในเซลล 
        เมื่อเก็บตัวอยางสาหรายจากบอนํ้ารอนและธารน้ํารอนมาแลว ไดนําสาหรายมาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร BG-11 ที่มไีนเตรตความเขมขน 17.6 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนอาหารที่เหมาะกับการเพาะเลี้ยง
สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน (วิรัชนยี ภูษิตวิทย, 2534) และเพื่อตรวจสอบดูวาสาหรายสามารถใช       
ไนเตรตในการเจริญเติบโตหรือไม จึงไดวัดปริมาณไนเตรตที่เปลี่ยนแปลงระหวางการเพาะเลี้ยง พบวา
ปริมาณไนเตรตในอาหารมแีนวโนมลดลงเล็กนอย (รูปที ่ 8A) (เห็นผลไมชัดเจน) แสดงวาสาหรายอาจ
ใชไนเตรตในการเจริญเติบโตได และที่เห็นผลไมชัดเปนเพราะในอาหารมีปริมาณไนเตรตมากเกินไป 
แตสาหรายใชไนเตรตในปริมาณนอยเทานั้น ซ่ึงเมื่อลดปริมาณไนเตรตในอาหารใหมีเพียง 1.1 มิลลิ-   
โมลาร จะเห็นการเปลี่ยนแปลงที่ลดลงของไนเตรตไดชัดเจน (รูปที่ 13) สวนปริมาณไนไตรตในอาหาร
เพาะเลี้ยงสาหรายเพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับเริ่มตน (รูปที่ 8B) แสดงวาสาหรายสามารถเปลี่ยนไนเตรต
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ไปเปนไนไตรต และขับไนไตรตที่เหลือออกจากเซลลดวยระบบที่มีความจําเพาะ (Moreno-Vivian et 
al, 1999)  จึงทําใหตรวจพบไนไตรตเพ่ิมมากขึ้นในอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง ในขณะที่ตรวจไมพบไนไตรต
ในเซลล (ไมไดแสดงผล) ซ่ึงแสดงวาไมมกีารสะสมของไนไตรตในเซลล  
 
 4.3  ลักษณะของสาหรายจากบอน้ํารอนและการใชไนเตรตในการเจรญิเตบิโตของสาหราย 
         จากการนําสาหรายที่เก็บจากบอน้ํารอนมาสองดูภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเปนสาหราย 
ชนิดสีเขียวแกมน้ําเงิน (blue green algae) อยูรวมกนั 3 ชนิด ซ่ึงมีลักษณะตางๆ กัน คือ ชนิดที่เปน
เสนสายขนาดเล็ก  ชนิดทีเ่ปนเสนสายขนาดใหญ และชนิดที่เปนเซลลเดี่ยวๆ ซ่ึงสอดคลองกับผล
การศึกษาชนดิและชีววทิยาของสาหรายในบอน้าํรอน อ. เขาชัยสน จ. พัทลุง โดย วิรัชนีย ภูษิตวิทย ใน
ป พ.ศ. 2534 ที่สํารวจพบสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน 5 ชนิดคือ Synechococcus elongates Nag., 
Phormidium ambium Gom., Synechocystis aquatilis Sauv., Democarpa sphaerica Setchell 
et Gardner และ Stigonema hormotides Kutz.สาหรายทีย่ึดเกาะสวนใหญมีลักษณะเปนสาย สวน
พวกแขวนลอยเปนเซลลเดี่ยวและกลุมเซลล  
      จากนั้นตรวจสอบดูวาสาหรายที่เก็บจากบอน้ํารอนมีเอนไซมไนเตรตรีดักเทสหรือไม ดวยการหาแอ
คติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แบบ in vivo โดยใชตัวอยางสาหรายทั้งที่เปนสาหรายที่อยูรวมกัน 
และสาหรายทีไ่ดจากการแยกเปนชนิดเดี่ยวๆ แลว ท้ัง 3 ชนิด คือ ชนิดที่เปนสายขนาดเล็ก เปนสาย
ขนาดใหญ และ ชนิดที่เปนเซลลเดี่ยวๆ ปรากฏวาตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต-         รีดัก
เทสในสาหรายชนิดสายขนาดเล็กเพียงชนิดเดียวเทานัน้ จึงไดศึกษาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน
สาหรายชนิดนี้ตอไป และสามารถระบชุนิดสาหรายชนิดนีไ้ดเปน Phormidium tenue (Menegh) 
Gomont. 
 
4.4  สภาวะที่เหมาะสมในการเจรญิเติบโตของสาหราย P.  tenue (Menegh) Gomont 
        ปจจัยในการเจริญเติบโตที่ศึกษา คือ ปริมาณโซเดียมไนเตรตและโซเดียมไบคารบอเนตในอาหาร
เพาะเลี้ยง และความเขมแสงที่ใชในการเพาะเลี้ยง โดยเมื่อเพาะเลี้ยงสาหรายดวยอาหารที่มแีหลง
คารบอนเปนโซเดียมไบคารบอเนตความเขมขนตางๆกนั พบวาสาหรายจะเจริญเติบโตในอาหารที่มี
โซเดียมไบคารบอเนตไดดีกวาในอาหารทีไ่มมีโซเดียมไบคารบอเนต (รูปท่ี 9) เพราะโซเดียม-        ไบ
คารบอเนตจะใหสวนที่เปนโครงสรางที่เปนคารบอน (carbon skeleton) ของสารประกอบตางๆ จาก
กระบวนการ nitrogen assimilation ผานทาง glutamine synthetase-glutamate synthase cycle ซ่ึง
เปนกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโนและกรดนิวคลิอิค (Vazquez-Bermudez et al., 2003)  ดังนั้น
สาหรายจึงเจริญเติบโตไดดีขึ้นเมื่อมีโซเดียมไบคารบอเนตในอาหาร แตสาหรายจะใชโซเดียม           
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ไบคารบอเนตในปริมาณนอยเทานัน้ ดังจะเห็นไดจากถึงแมจะมีโซเดียมไบคารบอเนตในอาหาร
ปริมาณมากขึน้ แตการเจริญเติบโตของสาหรายยังคงไมแตกตางกนั 

เม่ือศึกษาผลของแสงตอการเจริญเติบโตจะเห็นวาเม่ือล้ียงสาหรายโดยใหแสงความเขม 175 
µmole m-2s-1 สาหรายจะเจริญเติบโตชากวาโดยจะเจริญเติบโตเต็มที่ในวนัที่ 4 ของการเพาะเลี้ยงแต
ถาใหแสงความเขม 622 µmole m-2s-1 สาหรายสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที่ในวนัที่ 2 ของการ
เพาะเลี้ยงและตายในวันที่ 3 ซ่ึงเร็วกวาเมื่อใหแสงความเขมต่ํากวาทีส่าหรายเริ่มตายในวันที่ 7(รูปที่ 
9C, D) จะเห็นวาในการเพาะเลี้ยงสาหรายในการทดลองนี้ใหแสงแกสาหรายมากเกินไป โดยใน
ธรรมชาติสาหรายจะไดรับแสงความเขมประมาณ 270 µmole m-2s-1 เพียง 10-12 ชั่วโมงตอวัน แตใน
การทดลองนีม้ีการใหแสงความเขมถึง 622 µmole m-2s-1 ตลอดเวลา เนื่องจากขอจํากัดของเครื่องมือ 
ซ่ึงเมื่อมีความเขมแสงมากเกินไปพืชหรือส่ิงมีชีวิตที่สังเคราะหแสงไดจะดูดซับพลังงานแสงที่เหลือ มี
ผลใหโมเลกุลของคลอโรฟลลเกิดการกลายพันธุ (mutation) ซ่ึงเปนการทําลายศูนยกลางในการ
เกิดปฏิกิริยาสังเคราะหแสง และโมเลกลุของคลอโรฟลลเหลานี้จะชกันําใหเกิด reactive oxygen 
species ที่สามารถทําปฏกิิริยากับโปรตีน ไขมนัและกรดนิวคลิอิคได จึงเปนสาเหตุใหเกิดการทําลาย
โครงสรางและหนาที่ ทาํใหเซลลตายในทีสุ่ด (Im and Grossman, 2001)   

เม่ือเพาะเลี้ยงสาหรายดวยอาหารที่มีโซเดียมไนเตรตความเขมขน 1.10, 8.82,  17.60 และ 
35.30 มิลลิโมลาร อัตราการเจริญเติบโตของสาหรายไมแตกตางกนั เปนเพราะสาหรายใชโซเดียม     
ไนเตรตในการเจริญเติบโตไดในปริมาณนอย แตในอาหารมีโซเดียมไนเตรตมากเกินพอ ซ่ึงสอดคลอง
กับผลการทดลองติดตามปริมาณไนเตรตในอาหารในระหวางการเพาะลี้ยง เมื่อในอาหารมีโซเดียม-   
ไนเตรตความเขมขนต่าํที่สุดคือ 1.1 มิลลิโมลาร เห็นไดชัดวาโซเดียมไนเตรตในอาหารมีแนวโนมลดลง 
(รูปที่ 13A, B) และเม่ือเติมโซเดียมไนเตรตเพิ่มในระหวางการเพาะเลี้ยง พบวาความเขมขนของ
โซเดียมไนเตรตในอาหารยังคงลดลงอีก จึงสรุปไดวาสาหราย P.  tenue (Menegh) Gomont สามารถ
ใชโซเดียมไนเตรตที่มีในอาหารในการเจริญเติบโตไดจริงแตใชในปริมาณนอย ดังนั้นในการเพาะเลี้ยง
สาหรายในการทดลองตอไปจึงใหมีโซเดียมไนเตรตในอาหารเพียง 1.1 มิลลิโมลารเทานั้น 

 
4.5  สภาวะที่เหมาะสมในการทาํงานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหราย P.tenue 
        4.5.1  ตําแหนงของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในเซลลสาหราย 
                  เอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหราย P. tenue  อยูในสวนของเมมเบรนเพราะเมื่อทดลอง
หาแอคติวิตีของเอนไซมจากสวนที่เปนเมมเบรนและสวนไซโตพลาสซมึ พบวาเฉพาะสวนของเมมเบรน
เทานัน้ที่มแีอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส ซ่ึงแตกตางจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหราย
ชนิดอ่ืนๆ คือ จากสาหรายสีเขียว Chlorella และ Ankistrodesmus braunii  ที่เอนไซมอยูในสวน      
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ไซโตพลาสซึม และเปน assimilatory nitrate reductase (Solomonson and Vennesland, 1971: 
Herrero et al, 1980) แตมีลักษณะเชนเดียวกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในแบคทเีรีย Micrococcus 
denitrificans ซ่ึงเปน respiratory nitrate reductase (Nar) และสามารถสกดัเอนไซมออกจาก       
เมมเบรนไดโดยใชสารดีเทอรเจนต sodium deoxycholate (Lam and Nicholus, 1968) เชนเดียวกับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากแบคทีเรีย Paracoccus denitrificans  ที่เปน respiratory nitrate 
reductase และสกัดเอนไซมจากเมมเบรนไดโดยใชสาร non-ionic detergent Nonidet P-40 
(Craske and Ferguson, 1986) นอกจากนีย้ังมีเอนไซมไนเตรตรีดักเทสซึ่งเปน assimilatory nitrate 
reductase และมีลักษณะเปน plasma–membrane–bound nitrate reductase (PM-NR) พบในสวน
รากและใบของตนยาสูบ (Nicotiana tabacum L. cv. Samsum) สกัดเอนไซมจากเมมเบรนไดโดยใช 
Triton X-114 และเอนไซมสามารถใช NADH และ succinate เปนตัวใหอิเล็กตรอนเพื่อรีดิวซไนเตรต
ใหเปลี่ยนเปนไนไตรต (Stohr and Ullrich, 1997)   
         4.5.2  pH ที่เหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 

       เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P. tenue ทํางานไดดีในสภาวะที่เปนกลาง คือในชวง 
pH 7-9 ซ่ึงเปนชวง pH ที่เปนกลางคอนไปทางเปนดางเล็กนอย และทํางานไดดีทีสุ่ดที่ pH 7.5 (รูปที่ 
16)  ซ่ึงสอดคลองกับสภาวะที่สาหรายเจริญเติบโตในธรรมชาติ คือ pH อยูในชวง 7.4-8.9 และใน
สภาวะที่ใชเพาะเลี้ยงที่มี pH เปน 7.4 นอกจากนีย้ังมีคา pH ที่เหมาะสมในการทํางานใกลเคียงกับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ คือ เอนไซมจากตนขาว ในสวนที่เปน crude extract พบวา
คาแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดที่ pH 7.5 (เขมิกา โขมพัตร, 2545) สวนเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจาก
สาหรายสีแดง Porphyra yezoensis  ทํางานไดดีที่ pH 8.3 (Nakamura and Ikawa, 1993) และ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายทะเล Kappaphycus alvarezii  สามารถทาํงานไดดีที่ pH 8.0 
(Granbom,2004) แตในแบคทีเรีย Micrococcus denitrificans เอนไซมไนเตรตรีดักเทสทํางานไดดีท่ี 
pH 6.3 (Lam and Nicholus, 1968) 
          4.5.3  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P. tenue  
          จากการทดลองพบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P. tenue ทาํงานไดดีที่
อุณหภูมิคอนขางสูง คือที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (รูปที่ 17) แตกตางจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
ในสาหรายชนดิอ่ืนๆ เชน ในสาหราย Kappaphycus alverezii  ซ่ึงทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 23 องศา
เซลเซียส (Granbom, 2004) หรือเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในพืชชนิดอ่ืน เชนในมะเขือเทศ ที่เอนไซม
ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Piero et al., 2003)  ทั้งนี้อาจจะเปนเพราะในธรรมชาติ
สาหราย P. tenue ที่เก็บจากบอน้าํรอนและธารน้าํรอนสามารถเจริญเติบโตไดในสภาวะแวดลอมที่มี
อุณหภูมิคอนขางสูงคือ 30-55 องศาเซลเซียส (ตารางที ่1) ดังนั้นเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่อยูในเซลล
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สาหรายชนิดนี้จึงทํางานไดดีที่อุณหภูมิคอนขางสูง เพราะสําหรับสาหรายบางชนิดที่สามารถเจริญไดดี
ในบริเวณที่มสีภาพแวดลอมไมเหมาะสมเชน ในน้ําพุรอน โครงสรางของเซลลจะมีลักษณะพิเศษ โดย
มีเยื่อหุมเซลลที่หนาและมีเอนไซมท่ีพฒันาสามารถทํางานไดหรือไมเสียสภาพ แมอยูในชวงอุณหภูมิ
สูง ถึงแมวาบางสวนของเซลลจะถูกทําลายไปก็ตาม แตเซลลก็สามารถสรางสวนประกอบเหลานัน้
ขึ้นมาทดแทนไดอยางรวดเร็ว (ประวทิย พิทักษวาป., 2533)  เชนเดียวกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน
ส่ิงมีชีวิตโบราณที่เจริญไดในสภาวะแวดลอมที่มีอุณหภูมิสูง เชน Pyrobacculum aerophilum ซ่ึงมี
เอนไซม    ไนเตรตรีดักเทสในสาหรายทีท่าํงานไดดีที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส และมีความเสถียรที่
อุณหภูมิสูงดวย (Afhar et al., 2001) หรือในส่ิงมีชีวิตโบราณที่เจริญเติบโตไดในสภาวะที่มีเกลือ 
Haloferax denitrifican โดยเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสิ่งมีชีวิตนี้มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงาน
ท่ี 80 องศาเซลเซียส และขึน้อยูกับความเขมขนของเกลือ (Hochstein and Lang., 1991) 
          4.5.4  ผลของสารดีเทอรเจนตตอการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส   
           จากการศึกษาที่พบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P. tenue  อยูในสวน  เมมเบร
นของเซลล จึงไดทดลองสกัดเอนไซมจากเมมเบรนของเซลล แตไมสามารถสกดัออกมาได และยัง
พบวาสารดีเทอรเจนต มีผลยับยั้งแอคติวตีิของเอนไซม โดยสารดีเทอรเจนตที่ใชมี CHAP, Octyl-β-D 
glucopyranoside, Deoxycholate, Triton X-100, ([octyl phenoxy] polyethoxyethanol), Tween-
20 และ SDS แตกตางจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่อยูในสวนเมมเบรนของมะเขอืเทศ ที่สามารถใช
สารดีเทอรเจนต β-octylglucoside และ Triton X-100 สกัดออกมาไดและยังสามารถกระตุนการ
ทํางานของเอนไซมไดอีกดวย เพราะเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกนัจะมีสวนโครงสราง
ท่ีแตกตางจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในมะเขือเทศ ดังนั้นเม่ือใชสารดีเทอรเจนตสกัดอาจทาํให
เอนไซมสูญเสียโครงสรางบางสวนไป จึงไปมีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมได (Piero., 2003) 
 
4.6  สภาวะในการเพาะเล้ียง P. tenue ทีท่าํใหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดัเทสสูงที่สุด 
         4.6.1  แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหรายที่มีอายตุางกัน 
       จากผลการทดลองพบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายทีม่ีแอคติวิตีสูงที่สุดเปน
เอนไซมทีไ่ดจากสาหรายที่เพาะเลี้ยงได 2 วัน แตถาเพาะเลี้ยงไปนานกวานี้ จะไดเอนไซมทีม่ีแอคติวิตี
ลดลง (รูปที่ 19) ทั้งนี้เพราะในชวง 2 วันแรก เปนชวงการเจริญเติบโตที่อยูในชวง log phase 
สอดคลองกับการศึกษาของ Campbell และคณะในป 1984 ท่ีไดเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยของ 
Chenopodium rubrum และพบวาในชวง log phase จะมีอัตราการสลายของไนโตรเจน                
(N assilmilation) มากที่สุด และในชวงนี้จะมกีารสะสมของคลอโรฟลล  โปรตีน เอนไซมไนเตรต-         
รีดักเทสและเอนไซมกลูตามีนซนิเทเทส (glutamine synthetase) ในอัตราท่ีเร็วมาก   
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        4.6.2  ผลของโซเดียมไนเตรตที่มีในอาหารเพาะเลี้ยงสาหรายตอคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต-    
                  รีดักเทส 
       เม่ือเลี้ยงสาหรายดวยอาหาร BG-11 ที่มีโซเดียมไนเตรตความเขมขนตางๆ กนั คือ ไมมี
โซเดียมไนเตรต มีโซเดียมไนเตรต 0.05, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ 5 มิลลิโมลารพบวาสาหราย
ท่ีมีเอนไซมไนเตรตรีดักเทสแอคติวิตีสูงทีสุ่ด คือสาหรายที่เพาะเลี้ยงในอาหารทีม่ีโซเดียมไนเตรต 0.05 
มิลลิโมลาร และถาในอาหารมีโซเดียมไนเตรตมากขึน้กวานี้ เอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่ไดจะมีแอคติวิตี
ลดลงตามลําดับ (รูปที่ 20) แสดงวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายนีถู้กชกันาํไดดวยไนเตรตความ
เขมขนต่ําๆ ถาใชไนเตรตความเขมขนสูงนอกจากไมสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซมไนเตรต     
รีดักเทสไดแลวยังเปนการยบัยั้งแอคติวิตีของเอนไซมอีกดวย เพราะเมื่อในอาหารมีโซเดียมไนเตรต
ความเขมขนสงู เอนไซมไนเตรตรีดักเทสจะเปลี่ยนไนเตรตไปเปนไนไตรต แลวขับไนไตรตออกจากเซลล
มาสะสมอยูในอาหารที่เพาะเลี้ยง (ไมไดแสดงขอมูล) ซ่ึงไนไตรตจะไปมีผลเปนพิษกับเซลล ทําใหเซลล
และองคประกอบของเซลลทํางานไดนอยลง หรือไนไตรตไปมีผลยับยัง้แบบยอนกลบั (feed back 
inhibition) สอดคลองกับการศึกษาของ Loque และ คณะ ในป 2003 ซ่ึงไดศึกษาการแสดงออกของ
ยีน nitrate transporter (NRT1.1) และยนี nitrate reductase (NIA1) ในรากของ Arabidopsis เม่ือ
เพาะเลี้ยง Arabidopsis ในอาหารที่มแีอมโมเนียมไนเตรตเปนเวลา 3 สัปดาห แลวหลังจากนัน้จึงเพิ่ม
ไนเตรตในรูปของโพแทสเซยีมไนเตรตในอาหารใหมีความเขมขนตางๆ กัน พบวาเมื่อมีไนเตรตความ
เขมขนสูงขึ้น จะมีผลทําใหการถอดรหัส (transcription) ของยนีทั้ง 2 ชนิดลดลงอยางเห็นไดชัด 
นอกจากการเติมไนเตรตแลว ยังพบวาการเติมไนไตรตในรูปของโพแทสเซียมไนไตรตลงในอาหารจะ
ใหผลเหมือนกนักับการเติมไนเตรตดวย  
         4.6.3  ผลของโซเดียมไบคารบอเนตในอาหารเพาะเลี้ยงสาหรายตอคาแอคติวิตีของเอนไซม 
       เม่ือในอาหารเพาะเลี้ยงสาหรายมีโซเดียมไบคารบอเนตความเขมขนสูงขึน้ ทําใหเอนไซม
ไนเตรตรีดักเทสในสาหรายมแีอคติวิตีสูงขึน้ดวย เชนเดียวกับการศึกษาของ Maria Felix และคณะ 
(2003) ที่พบวาการเติม inorganic carbon เชนไบคารบอเนตหรือคารบอนไดออกไซดในอาหาร
เพาะเลี้ยงสามารถชักนําเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย Synechococcus sp. Strain PCC 7942 
ได และสามารถใช  2-oxoglutarate แทน inorganic carbon ได โดยสารทั้ง 2 ชนิดจะไปมีผลในระดับ
การถอดรหัส (transcription) ของเอนไซม  (Vincentz et al., 1993) เชนเดียวกับการศึกษาการเพิ่ม
แหลงคารบอนโดยการเพิ่มปริมาณคารบอนไดออกไซดเปนเวลาสั้นๆใหกับตนแตง (Cucumis sativa.) 
จะไปมีผลเพิ่มปริมาณคารโบไฮเตรตในใบ และไปมีสวนทาํใหการแสดงออกและแอคติวิตี ของเอนไซม
ไนเตรตรีดักเทสเพิ่มขึ้น (Larios, 2001) 
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       4.6.4  ผลของระดับแสงตอคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
      เมื่อเพาะเลี้ยงสาหรายโดยใหแสงความเขมตางกัน พบวาเม่ือใหแสงความเขมสูงขึ้นทําให
ไดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสทีม่ีแอคติวิตีสูงขึ้น และสูงที่สดุเมื่อใหแสงความเขม 622 µmole  m-2 s-1 (รูป
ท่ี 22) เกิดจากเมื่อใหแสงความเขมสูงขึ้น สาหรายสามารถสังเคราะหแสงไดมากขึ้น ทําใหไดผลผลิต
จากการสังเคราะหแสงซึ่งเปนสารประเภทคารโบไฮเดรตมากขึ้นจึงไปมสีวนทําใหการแสดงออกและ  
แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสเพ่ิมขึ้น (Larios, 2001)  โดยผลของแสงจะไปมีผลควบคมุการ
แสดงออกของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสทั้งในระดับการถอดรหัส และระดับหลังการแปลรหัส 
(posttranslation) 
 
4.7  สมบัติเบื้องตนของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P. tenue 
        4.7.1 ความเสถียรของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
      จากผลการศึกษาเปรียบเทียบการเก็บรักษาเอนไซมในบัฟเฟอรที่มี glycerol 40% กับ     
บัฟเฟอรที่ไมมี glycerol พบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายชนิดนี้มีความเสถียรที่อุณหภูมิหอง
ในระดับหนึ่ง เห็นไดจากเมื่อเก็บเอนไซมไวที่อุณหภูมหิอง 1 วัน แอคติวิตีของเอนไซมยังเหลืออีก 70% 
ท้ังในบัฟเฟอรที่มี glycerol 40% และบฟัเฟอรที่ไมมี glycerol แตถาเก็บรักษาเอนไซมที่อุณหภูมิตํ่า 
คือ 4,   -20 และ –80  องศาเซลเซียส พบวาในบัฟเฟอรที่ม ีglycerol เอนไซมจะมีความเสถียรมากกวา
ในบัฟเฟอรที่ไมมี glycerol (รูปที่ 24) โดยการเก็บเอนไซมที่อุณหภูมิ 4, -20 และ –80 องศาเซลเซียส
ในบัฟเฟอรที่มี glycerol เอนไซมจะมีความเสถียรไมแตกตางกันแตถาเก็บในบัฟเฟอรที่ไมมี glycerol 
พบวาการเก็บที่ 4 องศาเซลเซียสมีความเสถียรที่สุด เพราะการเก็บที่อุณหภูมิ –20 และ –80 องศา
เซลเซียส เมื่อนําเอนไซมมาใช ทําใหเอนไซมเกิดการสูญเสียโครงสรางบางสวนจากการ freeze-thraw  
       4.7.2  ผลของ FAD และ molybdenum ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
       เนื่องจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทสมี FAD และ  molybdenum เปนสวนประกอบของ
เอนไซม ดังนั้นการเติม FAD และ molybdenum จึงนาจะทาํใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงขึ้น แตจาก
การศึกษาพบวาการเติม FAD หรือ การเติม molybdenum หรือการเติม FAD รวมกับ molybdenum 
ไมมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส โดยจะเห็นไดจากในชุดการทดลองที่ไมมีการเติมทั้ง 
FAD และ molybdenum หรือในชุดที่เติม FAD หรือในชุดที่เติม molybdenum หรือในชุดที่เติม FAD 
รวมกับ molybdenum ไดคาแอคติวิตีที่มีคาใกลเคียงกัน (รูปท่ี 25)  
       4.7.3  ผลของแอมโมเนียมที่ระดับความเขมขนตางๆ ตอคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
      จากการศกึษา พบวาแอมโมเนียมในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟตมีผลในการยับยัง้แอคติวิตี
ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสได โดยแอมโมเนียมซัลเฟตในระดับความเขมขน 2.5 มิลลิโมลารมผีลให 
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แอคติวิตีของเอนไซมลดลงไดถึง 50% (รูปที่ 26) ท้ังนีเ้ปนเพราะเอนไซมไนเตรตรีดักเทสสามารถถูก
ควบคุมแบบยอนกลับไดโดยผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนแมตตาบอลิซมึของไนโตรเจนเชน
แอมโมเนยีม หรือกรดอะมิโน (Loque et al., 2003)  

4.7.4 ผลของ Mg2+ และ PO4
3- ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ตอคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรต        

            รีดักเทส 
       จากการทดลองพบวา Mg2+ ไมมีผลในการยับยั้งการทาํงานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
แตกตางจากผลการทดลองของ Aguera et al., 1999, Weiner et al., 2000, Larios 2001 และ Haba 
et al., 2001 ซ่ึงพบวา Mg2+ มีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส และไดอธิบายไววาใน
สภาวะที่ม ี Mg2+ จะชวยเสริมการทํางานของเอนไซม kinase ทําใหเอนไซมดังกลาวสามารถเติม
ฟอสเฟตใหกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสได และสงผลใหโปรตีน 14-3-3 ซ่ึงเปนโปรตีนยับยั้งสามารถเขา
จับกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสได เอนไซมจึงไมสามารถทํางานได และในการทดลองครั้งนี้จึงไดลอง
เติม PO4

3- ในสวนผสมสําหรับหาแอคตวิิตีดวย และพบวา PO4
3- มีผลในการยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมเล็กนอย โดยเมื่อมี PO4
3- ความเขมขน 10 มิลลิโมลารทาํใหแอคติวิตีของเอนไซมลดลงเหลือ 

81.5 % (รูปที่ 27) 
4.7.5 ผลของ Sodium azide (NaN3), Potassium cyanide (KCN) และ Sodium thiocyanate  
            (NaSCN) ที่ระดับความเขมขนตางๆ ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส  

       จากผลการทดลองการใชสารที่มีสมบติัเปนตัวยับยั้ง (inhibitor) คือ NaN3, KCN และ 
NaSCN พบวา NaN3  มีผลยับยั้งแอคตวิิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดดีที่สุด โดยเมื่อมี NaN3 0.2 
มิลลิโมลาร ทาํใหแอคติวิตีของเอนไซมเหลือเพียง 41.67% ในขณะทีถ่ามี KCN หรือ NaSCN ทีค่วาม
เขมขนเดียวกนันี้ แอคติวิตีของเอนไซมจะเหลือ 47.62% และ 75.60% ตามลําดับ (รูปที่ 28) ซ่ึงผลการ
ทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Yamamoto และคณะ ในป 1986 ซ่ึงไดรายงานผลของ NaN3 
ความเขมขน 100   ไมโครโมลาร สามารถยับยั้งแอคตวิิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน Mitsuokella 
multiacidus.  ไดถึง 88% นอกจากนี้ยังมีรายงานวา KCN และ NaN3 สามารถยับยั้งแอคติวตีิของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย Ankistrodesmus braunii  ในชวงสุดทายของปฏิกิริยา คือชวง 
reduced methyl viologen-nitrate reductase (Herrero et al, 1980) 
       4.7.6  ความจาํเพาะตอ NADH และ NADPH ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
      จากการศกึษาพบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย ไมจาํเปนตองรับอิเล็กตรอนจาก 
NADH หรือ NADPH เพราะถึงแมวาไมมี NADH หรือ NADPH เอนไซมไนเตรตรีดักเทสยังสามารถ
ทํางานได แตถามี NADH หรือ NADPH จะทําใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงขึ้นเล็กนอย (รูปที่ 29) อาจ
เปนเพราะวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยทั่วไปที่เกาะตดิกับเมมเบรนสามารถใช quinol เปนตัวให
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อิเล็กตรอนได (Berks et al,. 1995) ดังนั้นเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P. tenue ที่ศึกษาซึ่งยัง
อยูในรูปที่เกาะติดกับเมมเบรน จึงใช quinol ที่มีอยูในเมมเบรนเปนตัวใหอิเล็กตรอน ทําใหเอนไซม
ทํางานไดแมวาไมไดเติม NADH หรือ NADPH แตจากการหาคา Km ของสับสเตรท ไดแก KNO3 , 
NADH  และ NADPH โดยการหาจาก Lineweaver-Burk double reciprocal plot ดังรูปที่  29 –32 
พบวาคา Km ของ KNO3 เมื่อใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน มีคา 40 มิลลิโมลาร และคา Km ของ 
NADH มีคา 0.039 มิลลิโมลาร  เมื่อใช NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอน พบวาคา Km ของ KNO3 มีคา 
43.48 มิลลิโมลาร และคา Km ของ NADPH มีคา 0.126 มิลลิโมลาร  แสดงใหเห็นวาเอนไซมไนเตรต  
รีดักเทสสามารถใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอนไดดีกวา NADPH และถาใช NADPH เปนตัวให
อิเล็กตรอนจะตองใชไนเตรตในปริมาณที่มากกวาการใช NADH เชนเดียวกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
ในตนขาวแตเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนขาวมีความจําเพาะตอสับสเตรททั้ง 3 ตัวดังกลาวมากกวา
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย P. tenue  (เขมิกา โขมพัตร, 2545) ท่ีใชในการทดลองนี้ 
 
4.8  ผลของไนโตรเจนในรูปของไนเตรต , แอมโมเนยีม และ ไนเตรตรวมกบัแอมโมเนยีมตอ 
      การทาํงานของเอนไซมไนเตรตรดีักเทส 

4.8.1 ผลของการไดรับไนโตรเจนในรูปของไนเตรตตอการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
ในสาหราย P. tenue 

         จากการทดลองพบวาสาหรายสามารถใชไนเตรตในการเจริญเติบโตไดโดยเหน็ไดจาก
ปริมาณไนเตรตในอาหารที่มแีนวโนมลดลง แตเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายที่เพาะเลี้ยงดวย
อาหารที่มไีนเตรตความเขมขนสูงจะมีแอคติวิตีตํ่ากวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายที่เพาะเลี้ยง
ดวยอาหารทีมี่ไนเตรตความเขมขนต่ํา ซ่ึงอาจจะมีผลมาจากปริมาณไนไตรตที่สูงขึ้นในอาหาร โดยใน
ชุดที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารทีม่ีไนเตรตความเขมขนต่ําจะมีปริมาณไนไตรตในอาหารต่ํากวาในชุดที่
เพาะเลี้ยงดวยอาหารที่มไีนเตรตความเขมขนสูง (รูปที่ 33) เพราะฉะนัน้ปริมาณไนไตรตท่ีถูกขบั
ออกมาในอาหารเพาะเลี้ยงสาหรายนาจะมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายเชน
ท่ีไดวิจารณไวแลวในหวัขอ 4.6.2  

4.8.2 ผลของการไดรับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมตอการทํางานของเอนไซมไนเตรต            
            รีดักเทส 

   จากรูปที่ 34 จะเห็นวาถาในอาหารเพาะเลี้ยงสาหรายมแีหลงไนโตรเจนที่เปน
แอมโมเนยีมความเขมขนไมเกิน 1.0 มิลลิโมลาร สาหรายสามารถใชแอมโมเนียมในการเจริญเติบโตได 
โดยสาหรายจะเปลี่ยนแอมโมเนียมไปเปนไนเตรตได ซ่ึงเห็นไดจากเริ่มตนในอาหารไมมีไนเตรตเลยแต
หลังจากเพาะเลี้ยงสาหรายไปได 1 วัน สามารถตรวจพบไนเตรตในอาหารได และสาหรายอาจจะใชไน
เตรตที่ไดน้ีในการเจริญเติบโตดวยเพราะในวันที่ 2 ของการเพาะเลี้ยงปริมาณไนเตรตในอาหารเริ่ม
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ลดลงและลดลงอยางตอเนื่องทุกวนั สวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายที่
เพาะเลี้ยงดวยอาหารที่มแีอมโมเนียมเปนแหลงไนโตรเจน พบวาถาในอาหารมีแอมโมเนียมความ
เขมขนต่ําจะไดเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่มีแอคติวิตีสูงกวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายที่
เพาะเลี้ยงดวยอาหารที่มแีอมโมเนียมความเขมขนสูง ซ่ึงเกิดจากผลของแอมโมเนียมที่สามารถยับยั้ง
แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดบางสวน ดังผลการทดลองที่ผานมา (ผลการทดลองที่ 3.7.3 
การศึกษาผลของแอมโมเนียมที่ระดับความเขมขนตางๆ ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส)  

4.8.3  ผลของการไดรับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมรวมกบัไนเตรตตอการทํางานของ                
              เอนไซมไนเตรตรีดักเทส 

           จากผลการทดลอง พบวาสาหรายสามารถใชไนเตรตในรูปของแอมโมเนยีมไนเตรตใน
การเจริญเติบโตได โดยจะเห็นวาปริมาณไนเตรตในอาหารลดลงอยางตอเนื่องทุกวัน (รูปที ่ 35) 
ในขณะที่ในชดุที่มีแอมโมเนยีมไนเตรตความเขมขนสูงจะมีปริมาณไนไตรตในอาหารเพิ่มขึ้นและคา  
แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารที่มีแอมโมเนยีมไนเตรตความ
เขมขนสูงมีคาต่ํากวาเอนไซมในสาหรายทีเ่พาะเลี้ยงดวยอาหารที่มแีอมโมเนียมไนเตรตความเขมขน
ตํ่ากวา ท้ังนี้อาจเกิดจากผลของทั้ง ไนไตรตและแอมโมเนียม ซ่ึงสารทัง้ 2 ชนิดนี้ใหผลยับยั้งแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดเชนเดียวกัน 
 
4.9  การเกิด cross reaction ระหวางแอนตบิอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของขาวโพดกบั  
       เอนไซมไนเตรตรีดกัเทสจากสาหราย  
         เมื่อนําแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของขาวโพดมาทําปฏิกิริยา cross reaction กับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหรายโดยดดัแปลงตามวธิีของ Bradford (1976) พบวาสามารถเกิด 
cross reaction ได (ดังรูปที่ 36) จากผลการทดลองนี้แสดงวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย       
P. tenue อาจจะมีลักษณะและลําดับของกรดอะมิโนคลายคลึงกันกับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน
ขาวโพด ทําใหแอนติบอดีตอไนเตรตรีดักเทสของขาวโพดสามารถจดจําลักษณะโมเลกุลของเอนไซม        
ไนเตรตรีดักเทสของ P. tenue ได สอดคลองกับผลการศึกษาของ Gruber และคณะ (1992) ท่ีได
ศึกษาลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย Volvox พบวาลําดับกรดอะมิโนของ
สวน FAD domain, heme, molybdenum-pterin  มีความคลายคลึงกับในพืชช้ันสูงมาก แตจะ
แตกตางกนัในสวน N-terminal และสวน hinge  
 
  
 




