
2.วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
 
วัสดุ 
       สาหราย 
            สาหรายที่ใชในการศึกษา คือ สาหรายที่เก็บจากบอน้ํารอนและธารน้าํรอนใน อ. เขาชัยสน จ. 
พัทลุง ซ่ึงนํามาแยกใหเปนชนิดเดี่ยวๆได 3 ชนิด และชนิดทีน่าํมาศึกษาเปนหลกั คือ Phormidium 
tenue (Menegh) Gomont 
 สําลี 
 ผาก็อซ 
 กระดาษฟอยล (aluminium foil) 
 กระติกไนโตรเจนเหลว 
 กระดาษกรอง ขนาด 125 มลิลิเมตร 
 
สารเคมี 
        สารเคมีชนิดวิเคราะห ที่ใชในการทดลองซื้อจากบริษทั ดังนี้ 
สารเคมีที่ใช บริษทัผูผลิต 
Acetic acid Lab-scan 
Acrylamide Sigma 
Ammonium dihydrogen orthophosphate BDH 
Ammonium persulphate Merck 
Ammonium sulphate Merck 
Anti-rabbit igG (whole molecule) peroxidase conjugate Sigma 
BCIP/NBT solution (5-bromo-4-chloro-3-indoly phosphate/nitro 
blue tetrazolium) 

Sigma 

Bisacrylamide (N, N’-methylene diacrylamide) Fluka 
Boric acid Hopkins&Williams 
Bovin serum albumin Sigma 
Bromophenol blue Merck 
Calcium chloride Merck 

24 
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สารเคมีที่ใช บริษทัผูผลิต 
3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane sulfonate 
(CHAPS) 

USB 

Citric acid Riedel-de Hean 
Cobalt (II) chloride Ajax chemicals 
Coomassie brilliant blue R-250 Fluka 
Copper sulphate Ajax chemicals 
Deoxycholate Sodium salt Fluka 
3,3’-Diaminobenzidine Sigma 
Dithiothreitol Sigma 
Ethylenediaminetetraacetic acid Fluka 
Folin-Ciocalteu’s-phenol reagent Merck 
Glycerol Sigma 
Glycine Fluka 
Hydrochroric acid Merck 
Iron (II) sulphate Merck 
Magnesium chloride Ajax Chemicals 
Magnesium sulphate Fluka 
Manganese (II) chloride Ajax Chemicals 
β-Mercaptoethanol Merck 
Methanol Lab-scan 
N-(1-naphyl) ethylenediamine dihydrochloride Sigma 
Nicotinamide adenine dinucleotide Sigma 
Nitrate reductase from corn seeding Sigma 
Octyl β -D-glucopyranoside Sigma 
([Octyl phenoxy] polyethoxyethanol)  USB 
Phenylmethylsulfonylfluride BDH 
Potassium cyanide Riedel-de Haen 
Potassium nitrate Carlo Erba 
Potassium sodium tartrate Fluka 
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สารเคมีที่ใช บริษทัผูผลิต 
Salicylic acid BDH 
Sodium azide Sigma 
Sodium chloride Lab-scan 
Sodium dodecyl sulphate Riedel-de Haen 
Sodium hydroxide BDH 
Sodium molybdate Merck 
Sodium nitrate Ajax Finechem 
Sodium nitrite Ajax Finechem 
Sodium thiocyanate Sigma 
Sulfanilamide Sigma 
Sulfuric acid Merck 
N,N,N’,N’-tetramethylenediamine Fluka 
Tris-(hydroxmethyl)-aminomethane Sigma 
Triton X-100 Merck 
Tween-20 APS 
Zinc acetate BDH 
Zinc sulphate Hopkins&Williams 
 
อุปกรณ 
อุปกรณที่ใช รุน บริษทัผูผลิต 
เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง PG5002-S Mettler 
เครื่องชั่ง 3 ตําแหนง GT410 Ohaus 
เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง AB204-S Mettler 
Centrifuge 5804R Eppendorf 
Centrifuge HARRIER 18/80 Sanyo 
Digital Dry Bath D1200 Labnet International 
Illuminated Shaker - Sanyo 
Magnetic Stirrer MS101 Gem 
pH meter 240 Corning 
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อุปกรณที่ใช รุน บริษทัผูผลิต 
Power Supply AE-8130 ATTO 
Slab gel electrophoresis apparatus AE-6400 ATTO 
Spectrophotometer 8453 Hewlet Packard 
Vortex K-550-GE Scientific Industries 
 
วิธีการ 
 
2.1. การเก็บตัวอยางสาหราย 
     2.1.1 สถานที่เกบ็ตวัอยาง 
          บริเวณในบอน้าํรอนและธารน้าํจากบอน้ํารอนใน อ. เขาชัยสน จ. พัทลุง 
     2.1.2 การตรวจสภาพของน้ําในบอน้าํรอนและธารน้ําจากบอน้าํรอน 
               2.1.2.1 ลักษณะของสี และกลิ่นของน้ํา 

                   โดยใชสายตาและการดมกลิน่ 
               2.1.2.2 อุณหภูมแิละสภาพความเปนกรด-ดาง ของแหลงน้าํ 

             โดยใชเทอโมมิเตอรและใช pH meter จุมลงในนํ้าใหหางจากขอบบอประมาณ 1 
เมตร เพื่อวัดอุณหภูมิ และความเปนกรด-ดาง ตามลําดับ 
   2.1.2.3 ปริมาณไนเตรตในแหลงน้าํ 

                           เก็บตัวอยางน้ํามาวิเคราะหหาปริมาณไนเตรตในหองปฏิบัติการ โดยใช salicylic  
acid method ประยุกตจากวิธขีอง Cataldo และคณะ (1975) โดยนาํน้าํตัวอยาง 100 ไมโครลิตร มา
ทําปฏิกิริยากบั 5% salicylic acid ใน conc. H2SO4 ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง 20 
นาที จากนั้นปรับ pH ใหเปนดาง (pH>12) ดวย NaOH ความเขมขน 4 นอรมอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
เขยาใหเขากนั ต้ังทิ้งไวจนกวาสารละลายในหลอดจะเย็น ถามไีนเตรตสารละลายจะเปนสีเหลือง ซ่ึง
สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดที่ 410 นาโนเมตร และใช  KNO3 ในการทาํกราฟมาตรฐาน  

   2.1.2.4 ปริมาณไนไตรตในแหลงน้าํ 
    เก็บตัวอยางน้ํามาวิเคราะหหาปริมาณไนไตรตในหองปฏิบัติการโดยนําตวัอยาง 

นํ้า 500 ไมโครลิตร มาทําปฏิกิริยากับ 1% (w/v) sulfanilamide ใน HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ทําใหเกิดสีโดยการเติม 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) ethylenediamine 
dihydrochloride เขยาใหเขากัน วางไว 20 นาที ถามีไนไตรตสารละลายจะมีสีชมพูอมมวงซึ่งสามารถ
วัดคาการดูดกลืนแสงไดที่ 540 นาโนเมตร และใช NaNO2  ในการทาํกราฟมาตรฐาน 
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      2.1.3 วธีิการเกบ็ตัวอยางสาหราย 
              เกบ็สาหรายชนิดสีเขียว (green algae) และสีเขียวแกมน้ําเงิน (blue-green algae / 
cyanobacteria) ทั้งสาหรายที่ลอยในน้าํ (phytoplankton) โดยใชตาขายละเอียด (plankton net) 
ชอนตักสาหรายขึ้นจากแหลงน้ํา  และเก็บกลุมสาหรายที่อยูที่ผิวดนิใตทองน้ํา (benthic algae) โดยใช
ปากคีบ (forceps) คีบสาหราย (Stevenson, 1996) และเก็บนํ้าในบอหรือน้ําในลําธารบรรจุในขวด
พลาสติก กอนจะนําสาหรายไปเพาะเลี้ยง โดยลางสาหรายดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อใหสะอาด
กอนนําไปใสในอาหารเหลวที่ใชเพาะเลี้ยงคือ อาหารสูตร BG-11 เพื่อใชสาหรายในการศึกษาตอไป  
 
2.2. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไนเตรต ไนไตรตในอาหารที่ใชเล้ียงสาหรายและ  
      ปริมาณไนเตรต ไนไตรตในเซลลสาหราย 
        เลี้ยงสาหรายในอาหารเหลวสูตร BG-11 และเพาะเลี้ยงใน Illumination shaker ซึ่งสามารถตั้ง 
อุณหภูมิได โดยต้ังที่ 45  องศาเซลเซียส  ความเขมแสง 175 µmole m-2 s-1  ตลอดเวลา และเขยา 
ดวยความเร็ว 160 รอบตอนาที หลังจากนัน้เก็บตัวอยาง ที่เปนเซลลสาหราย และอาหารที่ใชเพาะ 
เลี้ยงสาหราย ทุกวนัเพื่อนําไปวิเคราะห  

ก. ปริมาณไนเตรตและไนไตรตในอาหารเพาะเลี้ยงสาหรายตามวธิีการหาปริมาณไนเตรต 
และไนไตรตในแหลงน้าํ (ขอ 1.2.3 และ 1.2.4 ตามลาํดับ) 
              ข.  ปริมาณไนเตรตและไนไตรตในเซลลสาหราย ซ่ึงมีวิธีการคือ 
                นําเซลลสาหรายพรอมอาหารเพาะเลี้ยงประมาณ 40 มิลลิลิตร มากรองผานกระดาษกรอง  
No. 4 จากนัน้ทาํใหเซลลแตกโดยการบดดวยไนโตรเจนเหลว แลวบดตอในบัฟเฟอร 50 mM MOPS 
pH 7.5 ท่ีมี  EDTA 1 มิลลิโมลาร  DTT 0.5 มิลลิโมลาร และ  PMSF 1 มิลลิโมลาร นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายสวนใสซึ่งเปนสวนของเหลวที่อยู
ภายในเซลลมาวิเคราะหหาปริมาณไนเตรต และไนไตรต (ตามวิธขีอ 1.2.3 และ 1.2.4 ตามลําดับ) โดย
เทียบกับปริมาณ โปรตีน มีหนวยเปน µmole/mg.protein 
 
2.3. แยกตวัอยางสาหรายที่เก็บมาใหเปนสาหรายชนิดเดีย่วๆ และวิเคราะหการทาํงาน    
      (activity) ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แบบ in vivo 
         2.3.1 การแยกสาหรายใหเปนชนดิเดี่ยวๆ  
                 นําสาหรายที่เก็บจากบอน้ํารอนและธารน้ํารอนมาเพาะเลี้ยงดวยอาหารสูตร BG-11 ใน
เครื่อง Illuminated shaker ที่ใหแสง 175 µmole m-2 s-1  ตลอดเวลาจนอาหารเปลี่ยนเปนสีเขียวแลว
จึงนําสาหรายที่เพาะเลี้ยงในอาหารนั้นมาแยกใหเปนชนิดเดี่ยวๆ โดยมีวธิีการแยกสาหราย 2 วิธี คือ 
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                  2.3.1.1 วิธ ี streak plate โดย นําสาหรายทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลวมาขีดลาก (streak) 
ดวย loop บนอาหารแข็ง BG-11  เพาะเลี้ยงสาหรายโดยวางจานเพาะเชื้อ ในที่มแีสง เปนเวลา
ประมาณ 2 สัปดาห สังเกตดูโคโลนี (colony) ของสาหรายทีข่ึน้บนจานเพาะเชื้อ ถาพบโคโลนีท่ีเปน
เซลลเดี่ยว ถายลงเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11พรอมทั้งตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนวาได
สาหรายชนิดเดี่ยว ๆ หรือไม ถาเปนสาหรายชนิดที่เปนเสนสาย ใหตัดวุนสวนทีม่ปีลายสายสาหราย
เจริญเปนชิ้นสี่เหลี่ยมเล็กๆ แลวนาํมาวางบนอาหารแข็งใหม เพาะเลี้ยงตอไปจนสาหรายเจริญแผ
ขยายออกไป ทําซ้าํหลาย ๆ ครั้ง แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนวาไดสาหรายชนิดเดี่ยว ๆ หรือไม 
ถาไดสาหรายชนิดเดี่ยวๆ แลวจึงตัดวุนสวนที่มปีลายสายสาหรายเจริญ เปนชิ้นสี่เหลี่ยมเล็กๆใสลงใน 
อาหารเหลว BG-11 เพื่อเพาะเลี้ยงสาหรายตอไป 
                  2.3.1.2 วธิีทาํเจือจางเซลลสาหราย  โดย นาํเซลลแขวนลอยสาหราย (suspension)  มา 
เจือจางดวยอาหารเหลว BG-11 ใหไดความเขมขน 10-1 ,  10-2,  10-3  และ 10-4 เทา ซ่ึงในความเขมขนที่
มีความเจือจางมาก จะเหลือสาหรายที่มีปริมาณมากเพียงชนิดเดียว จึงสามารถแยกสาหรายทีม่ี
ปริมาณนอยกวาออกไปได หลังจากนั้นตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนวาไดสาหรายชนิดเดี่ยวๆ หรือไม 
แลวจึงนําไปเพาะเลี้ยงตอไป 
        2.3.2  หาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แบบ in vivo 
   ดัดแปลงจากวิธขีอง Harley (1993) โดยนําเซลลสาหรายประมาณ 0.5 กรัม (น้าํหนัก
สด) มาผสมกบับัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 100 มลิลิโมลาร pH 7.5 ที่มี KNO3 30 มิลลิโมลาร
และ propanol  5% (w/v) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรปลอยใหเกิดปฏิกิริยาเปนเวลาตางๆ กัน คือ 10, 20 
และ 30 นาทีโดยใหมีการเขยาตลอดเวลาในที่มแีสง ที่อุณหภูมหิอง เมื่อครบเวลาแลวหยุดปฏิกิริยา
โดยการเติม 0.1 M zinc acetate และตมในน้าํเดือด เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวเติม 1%(w/v) 
sulfanilamide ใน HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร ทาํใหเกิดสีโดยการเติม 0.02%(w/v) N-(1-napthyl) 
ethylenediamine dihydrochloride เขยาใหเขากนั วางทิ้งไว 20 นาที แลวจึงนาํไปหมนุเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสารละลายสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วาม
ยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยนําคาทีไ่ดไปคํานวณเปนอัตราการเพิ่มของไนไตรตตอเวลา มีหนวยเปน 
µmole/min โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ KNO2   
 
2.4. หาสภาวะที่เหมาะสมในการเจรญิของสาหราย Phormidium tenue (Menegh.) Gomont 
        เพาะเลี้ยงสาหรายชนิดสายขนาดเล็กซึ่งระบุชนิดได คือ Phormidium tenue (Menegh.) 
Gomont  โดยใชอาหารในการเพาะเลี้ยงสาหรายตางกนั  คือ 



 30

       2.4.1 อาหารสูตร BG-11 ซ่ึงมีโซเดียมไนเตรตความเขมขนตางๆ กัน คือ 1.1, 8.82,  17.6 และ 
35.3 mM และเติมโซเดียมไบคารบอเนตซึ่งใชเปนแหลงคารบอนความเขมขน 4 g/l ใหแสง 175  
µmole m-2s-1 ตลอดเวลา 
       2.4.2 อาหารสูตร BG-11 ซ่ึงมีโซเดียมไนเตรต 17.6 mM ที่มีการเติมโซเดียมไบคารบอเนตซึ่งใช
เปนแหลงคารบอนความเขมขนตางๆ คือ 2 g/l, 4 g/l และ 6 g/l 
                 สภาวะการเพาะเลี้ยงสาหรายที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารสูตรตางๆ คือ ใหแสงตลอดเวลา โดย
ใชความเขม 2 ระดับ คือ 175 และ 622 µmole m-2s-1 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และเขยาดวย
ความเร็ว 160 รอบตอนาที และใหเซลลสาหรายเริ่มตนในอาหารมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
560 นาโนเมตร ประมาณ  0.1 
                 หลังจากนัน้เก็บตัวอยางสาหรายเพื่อวัดอัตราการเจริญเติบโตโดยใช 2 วิธี คือ 
         ก. การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 
       เขยาขวดสาหรายที่เพาะเลี้ยงใหกระจายตัวอยางสม่าํเสมอแลวดูดอาหารเพาะเลี้ยง
พรอมสาหรายมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาการดดูกลืน
แสงของสาหรายทกุวนั 
        ข. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน 
      เขยาขวดสาหรายที่เพาะเลี้ยงใหกระจายตัวอยางสม่าํเสมอแลวดูดอาหารเพาะเลี้ยง
พรอมสาหรายปริมาตร 2 มิลลิลิตรมาหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลสาหรายดวยความเร็ว 4,000 
รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ลางเซลลสาหรายดวยน้าํกลั่นแลวหมนุเหวี่ยงอีกคร้ัง นําเซลลสาหราย
มาวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน โดยประยกุตวิธขีอง Lowry et al. (1995) เริ่มตนดวยการเติม 5% 
deoxycholate 0.4 มิลลิลิตร ทิ้งไวขามคืน จากนัน้ผสมสารละลายของสาหรายกบั 2% Na2CO3 ใน 
NaOH ความเขมขน 0.1 นอรมอล ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและสารละลายคอปเปอรทารเทรต (1% 
CuSO4 + 2% Na/K tartrate ในอัตราสวน 1:1) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวท่ีอณุหภูมิหองนาน 10 
นาที จากนัน้เติมสารละลาย Folin Ciocalteu’s phenol reagent ในน้าํกลัน่ (1:1) ปริมาตร 0.3 
มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไว 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยใช bovin 
serum albumin เปนโปรตีนมาตรฐาน 
 
2.5. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการทาํงาน (activity) ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
       ใชสาหราย  Phormidium tenue ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร BG-11 ที่มกีารดัดแปลงโดยเติม
โซเดียมไบคารบอเนตความเขมขน 2 กรัมตอลิตร ใหแสง 620 µmole m-2s-1 ตลอดเวลา และเขยาดวย
ความเร็ว 160 รอบตอนาทีทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
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  2.5.1 การศึกษาตําแหนงของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในเซลล 
                  เก็บตัวอยางสาหรายโดยการนําสาหรายที่เพาะเลี้ยงในอาหารซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 560 นาโนเมตรประมาณ 0.4-0.6 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มากรองผานกระดาษกรอง 
No.4 ลางเซลลดวยน้าํกลัน่ ทําใหเซลลแตกโดยการบดดวยไนโตรเจนเหลว แลวจึงบดกับบัฟเฟอร 
Tris-HCl ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 7.5 ที่มี EDTA 1 มิลลิโมลาร  PMSF 1 มิลลิโมลาร  และ DTT  
0.5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร จากนัน้นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที
นาน 10 นาท ีแยกสารละลายสวนใสซึ่งเปนสวนของไซโตพลาสซึม และนําสวนตะกอนซึ่งเปนสวนของ
เมมเบรน ไปละลายกลับดวยบัฟเฟอรที่ใชสกัด จากนัน้นาํทั้ง 2 สวน ไปวิเคราะหหาแอคติวตีิของ
เอนไซมไนเตรต รีดักเทส โดยดัดแปลงจากวธิีของ Nakamura และ Ikawa (1993) เริ่มจากผสม
บัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร KNO3  ความเขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร NADH ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหไดปริมาตร 300 ไมโครลิตร เริ่มปฏิกิริยาโดยเติมสารสกัดเอนไซมทีไ่ดมา 200 
ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง และหยดุปฏิกิริยาที่เวลาตางๆกนัโดยการเติม 1%(w/v) 
sulfanilamide ใน HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ทําใหเกิดสีโดยการเติม 
0.02%(w/v) N-(1-napthyl) ethylenediamine dihydrochloride  เขยาใหเขากนั วางไว 20 นาที 
หลอดที่มีตะกอนนาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นาํสารละลาย
สวนใสไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร นําคาทไีดไปคํานวณเปนอัตราการ
เพิ่มของไนไตรตตอเวลา มีหนวยเปน µmole/min โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ KNO2   
  2.5.2 ศึกษาผลของบัฟเฟอรที่ใชสกัดและบัฟเฟอรที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตี  
         2.5.2.1  บัฟเฟอรที่ใชสกัด 
   ใชบัฟเฟอร ตางๆ กัน 4 ชุด คือ 
               ก. MOPS pH 7.5 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่มี EDTA ความเขมขน 1 มิลลิ
โมลาร PMSF ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร DTT ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร และ Chymostatin ความ
เขมขน 10 ไมโครโมลาร 
               ข. MOPS pH 7.5 ความเขมขน50 มิลลิโมลาร ที่มี EDTA ความเขมขน 1 มิลลิโม
ลาร PMSF ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร และ DTT ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร 
               ค. Tris-HCl pH 7.5 ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มี EDTA ความเขมขน 1 มิลลิโม
ลาร PMSF ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร DTT ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร และ Chymostatin ความ
เขมขน 10 ไมโครโมลาร 
               ง. Tris-HCl pH 7.5 ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มี EDTA ความเขมขน 1 มิลลิโม
ลาร PMSF ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร DTT ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร  
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        2.5.2.2 บัฟเฟอรที่ใชในการวิเคราะห แอคติวิตี 
        ใชบัฟเฟอรตางๆ กัน 2 ชนิด คือ 
             ก.Tris-HCl  pH 7.5 ความเขมขน 0.1 โมลาร 

          ข. MOPS pH 7.5 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 
        2.5.2.3  วิธีการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม 
               โดยการแยกเซลลสาหรายออกเปน 4 ชุดแลวนําเซลลสาหรายมาทาํใหแตกโดย
การบดดวยไนโตรเจนเหลว จากนั้นจึงบดกับบัฟเฟอรตางๆ ทั้ง 4 ชนิด จากนัน้นาํไปหมนุเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีนาน 10 นาที แยกเอาสวนตะกอนซึ่งเปนสวนของเมมเบรนไปละลาย
กลับดวยบัฟเฟอรที่ใชสกัด (สารสกัดหยาบเอนไซม) จากนัน้นาํไปวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม         
ไนเตรตรีดักเทสโดยใชบัฟเฟอรในการวิเคราะหทั้ง 2 ชนดิ ดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa 
(1993) ดังขอ  2.5.1 
      2.5.3 ศึกษา pH ทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม 
       2.5.3.1 pH ท่ีใชในการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
                             ในการวิเคราะหแอคติวตีิของเอนไซม ใช pHชวง 2-11 โดยใชบัฟเฟอรตางๆ กัน 
ดังนี้ 

     ก. pH ชวง 2-6 ใชบัฟเฟอร Acetate ความเขมขน 0.2 โมลาร 
                  ข. pH ชวง 6.5-9 ใชบัฟเฟอร Tris- HCl ความเขมขน 0.2 โมลาร 
                  ค. pH ชวง 9.5-11 ใชบัฟเฟอร carbonate ความเขมขน 0.2 โมลาร 

   2.5.3.2  การเก็บตัวอยางและการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
            นําสารสกัดหยาบเอนไซมที่ใชบัฟเฟอรในการสกัดคือ 50 มิลลิโมลาร MOPS 
pH 7.5 ที่มี EDTA ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร PMSF ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร และ DTT ความ
เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร มาวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมโดยใชบัฟเฟอร 3 ชนิดดังกลาว ทีมี่ pH ตางๆ 
กันที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) ดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) 
ดังขอ 2.5.1 
   2.5.4 ศึกษาอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม 
   นําสารสกัดหยาบเอนไซมมาวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมโดยใชบัฟเฟอร Tris-HCl 
ความเขมขน 1.0 โมลาร ทีอุ่ณหภูมิตางๆ ในชวง 35-70 องศาเซลเซียส โดยใช  Digital Dry Bath ซ่ึง
สามารถปรับอุณหภูมิได ดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993)  ดังขอ 2.5.1 
    2.5.5 ศึกษาผลของสารดีเทอรเจนตตอการทํางานของเอนไซม 
     2.5.5.1 บัฟเฟอรที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
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          ในการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม ใชบัฟเฟอรที่มีสารดีเทอรเจนตตางๆ กัน 
ดังนี้ 

     ก. มี SDS ความเขมขน 5%  
                                  ข. มี deoxycholate ความเขมขน 5% 

          ค. มี octyl phenoxy  polyethoxy  ethanol  ความเขมขน 5%  
          ง. มี Triton X-100  ความเขมขน 5% 

         จ. มี octyl D-glucopyranoside ความเขมขน 5%  
         ฉ. มี Tween-20 ความเขมขน 5% 
         ช. CHAPS  ความเขมขน 5% 

    2.5.5.2 การเก็บตัวอยางและการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
            นําสารสกัดหยาบเอนไซมมาวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมและเติมสารละลาย
ดีเทอรเจนตตางๆ ใหมีความเขมขน 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4% ในสารผสมที่ทาํปฏิกริิยา ที่อุณหภมูิ 55 
องศาเซลเซียส โดยดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) ดังขอ 2.5.1 
    
2.6. ศึกษาสภาวะในการเลี้ยงสาหรายทีท่ําใหเอนไซมมีแอคติวิตีสูงที่สุด 
 2.6.1 ศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหรายที่มีอายุตางๆ กัน 
                เก็บตัวอยางสาหรายที่เพาะเลี้ยงดวยอาหาร BG-11 ที่มกีารดัดแปลงโดยใหมไีบคารบอเนต
ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร ใหแสง ความเขม 175 µmole m-2s-1 ตลอดเวลาและเขยาดวยความเร็ว 
160 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ทุกวนัเพื่อนํามาวัดอัตราการเจริญเติบโต และวิเคราะห
แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส โดยดัดแปลงจากวิธีของ Nakamura และ Ikawa (1993) ดังขอ 
2.5.1 
 2.6.2  ศึกษาผลของไนเตรตที่มใีนอาหารตอคาแอคติวิตีของเอนไซม 
                  เพาะเลี้ยงสาหรายโดยใชอาหาร BG-11 ที่มีการดัดแปลงโดยใหมีโซเดียมไบคารบอเนต
ความเขมขน 2 กรัมตอลิตรและมีโซเดียมไนเตรตในอาหารความเขมขนตางๆ กันคอื 0.05, 0.1, 0.2, 
0.4, 0.8, 1.0, 1.2 และ 5.0 มิลลิโมลาร ใหแสง ความเขม 175  µmole m-2s-1 ตลอดเวลาและเขยา
ดวยความเร็ว 160 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ45 องศาเซลเซียส  
        การเก็บตัวอยางและการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
                  จากการทดลองที่ผานมาพบวาสาหรายที่เพาะเลี้ยงได 2 วนัซึ่งใหคาการดูดกลนืแสงที่
ความยาวคลืน่ 560 นาโนเมตรประมาณ 0.3 จะใหเอนไซมท่ีมีแอคติวิตีสูงที่สุด ในการเก็บตัวอยางจึง
เก็บสาหรายเมื่อมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรประมาณ 0.3 ทุกชุดการทดลอง
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มาสกัดเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แลวนาํสารสกัดหยาบเอนไซมมาวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม โดย
ดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) ดังขอ 2.5.1 
 2.6.3 ศึกษาผลของโซเดียมไบคารบอเนตทีมี่ในอาหารเลี้ยงสาหรายตอคาแอคติวิตีของ   
             เอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
                เพาะเลี้ยงสาหรายโดยใชอาหาร BG-11 ที่มีการดัดแปลงโดยใหมีโซเดียมไนเตรต 0.05 
มิลลิโมลารและมีโซเดียมไบคารบอเนตความเขมขนตางๆ กัน คือ 5, 10, 20, 25 และ 30 มิลลิโมลาร 
ใหแสง ความเขม 175  µmole m-2s-1 ตลอดเวลาและเขยาดวยความเร็ว 160 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส  
      เก็บตัวอยางสาหรายเมื่อมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรประมาณ 
0.3 ทกุชุดการทดลองมาสกดัเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แลวนาํสารสกัดหยาบเอนไซมมาวิเคราะหแอคติ
วิตีของเอนไซม โดยดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) ดังขอ 2.5.1  
 2.6.4 ศึกษาผลของแสงตอคาแอคติวิตีของเอนไซม 
                 เพาะเลี้ยงสาหรายโดยใชอาหาร BG-11 ท่ีมีการดัดแปลงโดยใหมีโซเดียมไนเตรต 0.05 
มิลลิโมลารและมีโซเดียมไบคารบอเนต 25  มิลลิโมลาร ใหแสงความเขม 175-732  µmole m-2s-1 
ตลอดเวลาและเขยาดวยความเร็ว 160 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้เก็บ
ตัวอยางสาหรายเมื่อมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรประมาณ 0.3 ทกุชุดการ
ทดลอง มาสกัดเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แลวนาํสารสกัดหยาบเอนไซมมาวิเคราะหแอคติวิตีของ
เอนไซม โดยดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) ดังขอ 2.5.1 
 
2.7. ศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมไนเตรตรีดกัเทส 
       ใชสาหราย P. tenue ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหาร BG-11 ที่มีการดัดแปลงโดยใหมีโซเดียมไนเตรต 0.05 
มิลลิโมลารและมีโซเดียมไบคารบอเนต 25  มิลลิโมลาร ใหแสงที่ความเขม 620 µmole m-2s-1 
ตลอดเวลาและเขยาดวยความเร็ว 160 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 2.7.1 ศึกษาความเสถียร (stability) ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส  
       2.7.1.1 การเก็บตัวอยางและการเตรียมสารสกัดเอนไซมจากสาหราย 
                             เก็บตัวอยางสาหรายเมื่อมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร
ประมาณ 0.3 มาสกัดเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แยกเอาสวนตะกอนมาละลายกลับดวยบัฟเฟอรท่ีใช
สกัดและบัฟเฟอรท่ีใชสกัดที่มี glycerol 40% จะไดสารสกัดหยาบเอนไซม  2 แบบ คือเอนไซมที่อยูใน
บัฟเฟอรที่ใชสกัดและเอนไซมที่อยูในบัฟเฟอรที่ใชสกัดซึ่งมี glycerol 40% 
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       2.7.1.2  การเก็บรักษาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสและการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม 
                             แบงสารสกัดเอนไซมทัง้ 2 แบบไปเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิตางๆ กัน คือ ที่
อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 องศาเซลเซียส), 4, -20 และ - 80 องศาเซลเซียส จากนั้นนําสารสกัด
เอนไซมทั้ง 2 แบบที่เก็บท่ีอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 0, 1, 2, 3 และ 7 วันมาวิเคราะหแอคติวตีิโดย
ดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) ดังขอ 2.5.1 นําคาแอคติวตีิที่ไดมาคํานวณเปน
เปอรเซ็นตคงเหลือของเอนไซม 
 2.7.2 ศึกษาผลของ FAD และ molybdenum ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
                นําสารสกัดหยาบเอนไซมที่อยูในบัฟเฟอรที่ใชสกัด (เชนเดียวกับในขอ 2.2.7.3.ก) มา
วิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยเปรียบเทียบระหวางการเติม 10  ไมโครโมลาร 
FAD รวมกับ 10 ไมโครโมลาร โมลิบดินัม, 10 ไมโครโมลาร FAD เพียงอยางเดียวและ 10 ไมโครโมลาร 
โมลิบดินัม เพียงอยางเดียวลงในสวนผสมที่ใชวัดแอคติวิตี 
 2.7.3 ศึกษาผลของ แอมโมเนียมทีร่ะดับความเขมขนตางๆ กนัตอแอคติวิตีของเอนไซม           
             ไนเตรตรีดักเทส 
                นําสารสกัดหยาบเอนไซมที่อยูในบัฟเฟอรที่ใชสกัด (เชนเดียวกับในขอ 2.2.7.1.ก) มา
วิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยเติม 0.1 โมลารแอมโมเนียมซัลเฟตใหมีความ
เขมขน 0, 2, 4, 8 และ 10 มิลลิโมลาร ในสวนผสมที่ใชวดัแอคติวิตี 
 2.7.4 ศึกษาผลของ Mg2+ ทีร่ะดับความเขมขนตางๆ กันตอคาแอคติวิตีของเอนไซม       
            ไนเตรตรีดักเทส 
                 นําสารสกัดหยาบเอนไซมที่อยูในบัฟเฟอรที่ใชสกัด (เชนเดียวกับในขอ 2.2.7.1.ก) มา
วิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยเติมแมกนีเซียมคลอไรดใหมีความเขมขน 0, 2, 4, 
8 และ 10   มิลลิโมลารในสวนผสมที่ใชวดัแอคติวิตี 
 2.7.5 ศึกษาผลของ sodium azide (NaN3) ที่ระดบัความเขมขนตางๆ กนัตอคาแอคติวิตี   
            ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
               นําสารสกัดหยาบเอนไซมที่อยูในบัฟเฟอรที่ใชสกัด (เชนเดียวกับในขอ 2.2.7.1.ก) มา
วิเคราะหหา แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยเติมโซเดียมเอไซด (sodium azide , NaN3) ใหมี
ความเขมขน 0, 0.05, 0.1 และ 0.2 มิลลิโมลาร ในสวนผสมที่ใชวัดแอคติวิตี 
 2.7.6 ศึกษาความจําเพาะตอ NADH และ NADPH ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
             ใชสารสกัดหยาบเอนไซมที่อยูในบัฟเฟอรที่ใชสกัด มาศึกษาผลของความเขมขนของสับสเตร
ตตออัตราเร็วของปฏิกิริยา ซ่ึงสับสเตรตที่ใชไดแก KNO3, NADH และ NADPH แบงเปน 2 ชุดการ
ทดลอง  คือ 
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              ชุดที่ 1 ศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสเมื่อใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน โดย
ศึกษาแอคติวตีิเชนเดียวกับขอ 2.5.1 ใชความเขมขนของ KNO3 ในชวง 0-30 มิลลิโมลาร และความ
เขมขนของ NADH ในชวง 0-0.2 มิลลิโมลาร 
              ชุดที่ 2  ศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสเมื่อใช NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอน 
โดยศึกษาแอคติวิตีเชนเดียวกับขอ 2.5.1 ใชความเขมขนของ KNO3 ในชวง 0-30 มิลลิโมลาร และ
ความเขมขนของ NADPH ในชวง 0-0.2 มลิลิโมลาร 
              คา Km ของสับสเตรต หาไดจาก Lineweaver-Burk double reciprocal plot 
 
2.8 ศึกษาผลของไนโตรเจน ในรปูของไนเตรต  แอมโมเนียม  และไนเตรตรวมกบั  
     แอมโมเนียม 
    2.8.1. อาหารที่ใชเล้ียงสาหราย 
         ใชอาหารสูตร BG-11 โดยดัดแปลงเปน 

           2.8.1.1 สูตรไมมไีนโตรเจน 
           2.8.1.2 สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนในรูปของไนเตรต ความเขมขน 0.05, 1.0 และ 17.6 มิลลิ 

โมลาร 
                   2.8.1.3 สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม ความเขมขน 0.1,1.0 และ 5.0 
มิลลิโมลาร 

    2.8.1.4 สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเตรต ความเขมขน 0.1,1.0 และ  
5.0 มิลลิโมลาร   
    2.8.2 สภาวะการเพาะเลี้ยงสาหราย 
                   ใหแสงที่ความเขม 622 µmole m-2s-1 ตลอดเวลาและเขยาดวยความเร็ว 160 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
    2.8.3 การเกบ็ตัวอยาง  การเตรยีมสารสกัดเอนไซมจากสาหรายและการวิเคราะห         
                แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
                    เก็บตัวอยางสาหรายทกุวนั มาสกัดเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แลวนาํสารสกัดหยาบ
เอนไซมมาวิเคราะหแอคติวตีิโดยดัดแปลงจากวิธขีอง Nakamura และ Ikawa (1993) ดังขอ 2.5.1 
 
2.9. ศึกษาความจาํเพาะของแอนตบิอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดกัเทส ในสารสกัดหยาบดวยวธิี   
      ELISA แบบดัดแปลงตามวธิีของ Bradford (1976)  
        โดยนําสารสกัดหยาบสาหราย P. tenue 300 ไมโครลิตรใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จํานวน 
4 หลอด นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 8000 รอบตอนาที นาน 2 นาที หลังจากนัน้ละลายตะกอน
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และบมเซลล สาหรายดวย TBS (25 mM Tris –HCl, 0.5 M NaCl, pH 7.5) ที่มี 2.5% non-fat milk ท่ี
อุณหภูมิหอง นาน 4 ช่ัวโมง หรือที่ 4 องศาเซลเซียสขามคืน นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วเทาเดิม 
นาน 2 นาที ลางตะกอนดวย TBS ครั้งละ 10 นาที 3 คร้ัง โดยการหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วเทาเดิม 
นาน 2 นาท ี จากนัน้นําหลอดที่ 2 และ 4 มาบมดวย antibody ตอ ไนเตรตรีดักเทสจากขาวโพด 
(Primary antibody) จํานวน 300ไมโครลิตร โดยมีอัตราสวนแอนติบอดีตอ TTBS ที่มี 1% non-fat 
milk  ( 25 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.5) เทากับ 1: 500 สวนหลอดที่ 1 
และ 3 บมดวย  TTBS ที่ม ี1% non-fat milk จํานวน 300 ไมโครลิตร บมทั้ง 4 หลอดนาน 2 ชัว่โมงและ
นํามาลางดวย TTBS 3-4 ครั้ง คร้ังละ 10 นาที จากนัน้นําหลอดที่ 3 และ 4 มาบมดวยแอนติบอดีตอ 
IgG ของกระตายทีย่ึดติดกับ  alkaline phosphatase (secondary antibody) ในอัตราสวนแอนติบอดี
ตอ TTBS ที่มี 1% non-fat milk เทากับ 1: 1000 สวนหลอดที่ 1 และ 2 บมดวย TTBS ที่มี 1% non- 
fat milk  จํานวน 300 ไมโครลิตร บมท้ัง 4 หลอดนาน 2 ช่ัวโมงและนาํมาลางดวย TTBS 3-4 ครั้ง ครั้ง
ละ 10 นาที ลางตอดวย TBS 2 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที ยอมดวยสับสเตรตของ alkaline phosphatase  
 
 
    
 
  
  
 
 
      
       


