
1. บทนํา 
 
 

บทนําตนเรื่อง 
 
        การปนเปอนของไนเตรต (nitrate, NO3

-) ในแหลงน้ําธรรมชาติ นํ้าใตดิน จะมผีลตอเนื่องมาถึงน้ํา
ท่ีใชในการบริโภค ปริมาณไนเตรตที่สูงในน้ําดื่มมีอันตรายตอสุขภาพ โดยกอใหเกิดภาวะ 
methemoglobinemia หรือ blue baby syndrome ซ่ึงเกิดจากการจับตัวกันแนนระหวางไนไตรตที่ได
จากไนเตรตในระบบทางเดินอาหาร กับ hemoglobin และเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของอะตอมเหล็ก
ศูนยกลาง (iron center) ภาวะดังกลาวอาจทาํใหเกิดอันตรายถึงแกชีวิตโดยเฉพาะอยางยิ่งในเด็กออน 
(อันตรายอื่น ๆ ตอสุขอนามยัของประชาชน อันเกิดจากการไดรับไนเตรตปริมาณสูงในระยะยาวยงัไม
อาจสรุปไดชัดเจน แมจะมีความพยายามเชื่อมโยงวาอาจเปนสาเหตุใหเกิดมะเร็ง (Addiscott et al.,  
1991, Campbell, 1999)) ในประเทศแคนาดา,สหรัฐอเมริกา และหลายประเทศในยุโรปกําหนดให
ระดับไนเตรตในน้าํบริโภคไมเกิน 10 mg/l (ppm.) และระดับไนไตรตไมเกิน 1mg/l (ppm.) (Nolan et 
al., 1998) การปนเปอนของไนเตรตในแหลงน้ําธรรมชาติเกิดจากสาเหตุหลักคือ การใชปุยไนโตรเจน 
(N) เกินควรในการเกษตรกรรม หรือปลดปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรมหรือจากไอเสียของรถยนต ทํา
ใหเกิดการชะลางสูผิวดินและแหลงน้ําธรรมชาติ ดังนั้นจึงเปนความจาํเปนอยางยิ่งที่ตองตรวจวัด      
ไนเตรตในน้ําเพื่อระวังไมใหมีระดับสูงเกินไป การตรวจสอบหาปริมาณไนเตรตสามารถกระทาํไดหลาย
วิธี เชน การใชคอลัมนแคดเมี่ยมเพื่อรีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต (Clesceri et al., 1989, Clinch et al., 
1987) หรือการใชกรดซาลิไซลิกในกรดกาํมะถนัเขมขน ทําใหเกิดอนุพันธไนเตรต (Cataldo et al., 
1975) แตวธิีการเหลานี้ตองใชสารที่กอพษิและเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม วิธีการที่มีการปรับปรุงขึ้น
ใชในปจจุบันคือ การใชเอนไซมไนเตรตรีดักเทส (Nitrate Reductase, NR) เพื่อตรวจสอบหาไนเตรต 
โดยเตรียมเปน sol-gel immobilized nitrate reductase (Aylott., 1997) หรือ Nitrate reductate Test 
Kit (The Nitrate Elimination Company.,  Inc.,  NECi)  ซ่ึงใช   NADH (reduced nicotinamide 
adenine dinucleotide)  เปนตัวใหอิเล็กตรอนเพื่อการรีดิวซไนเตรตจึงไมเปนพิษตอส่ิงแวดลอม และ
สะดวกในการปฏิบัติงาน 
        ไนเตรตรีดักเทส เปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาแรกของกระบวนการ nitrate assimilation ในพืช
รวมทั้งสาหราย และเชื้อราบางชนิด  ไนไตรตที่ไดจากปฏิกิริยาดังกลาวจะถูกเปลี่ยนเปนแอมโมเนียซึ่ง
พืชจะใชในกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโนและสารประกอบไนโตรเจนอื่น ๆ ตอไป ปริมาณและ
คุณสมบัติของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในพืชขึ้นกับปจจัยหลายอยาง เชน ปริมาณหรือความเขมขน
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ของไนเตรตทีพื่ชไดรับ ความเขมของแสง (Crawford., 1995) และปริมาณสารคารโบไฮเดรตในพืช 
(Larios et al., 2001) จากการศึกษาของ Hyde และคณะ (1989)  พบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่
สกัดไดจากใบของขาวโพดมคีาความวองไวจําเพาะ (specific activity) สูง และมีความเสถียรสูง
สามารถเก็บไวที่อุณหภูมิหองได จึงมีการผลิตในปริมาณมากเพื่อนําไปใชผลิต ชุดวิเคราะหปริมาณไน
เตรตในทางการคา (NECi) 
        เอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่มีความเสถียรสูงและคงทนตอความรอนมีความนาสนใจและมี
ศักยภาพในการนํามาใชประโยชนเพื่อการตรวจหาไนเตรตและประยุกตรวมกับเอนไซมอ่ืน (ไนไตรต   
รีดักเทส, ไนโตรเจนออกไซดรีดักเทส และไดไนโตรเจนออกไซดรีดักเทส) เพื่อการขจัดไนเตรตจากน้าํ
เสียโดยเปลี่ยนไนเตรตเปนกาซไนโตรเจน (www.nitrate.com/enzet1.htm; Somers et al., 1997 และ 
Campbell., 2001) แหลงของเอนไซมทีท่ํางานไดในทีม่ีอุณหภูมิสูงนาจะไดจากสิง่มีชีวิตที่เจริญเติบโต
ดีในบริเวณธารน้ําอุนและบอน้ําพุรอน 
        ผูวิจัยไดเล็งเห็นวาการศึกษาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายจากบอน้าํรอนจะกอใหเกิดองค
ความรูเกี่ยวกบัความเสถียรของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหราย และรูปแบบการเก็บรักษาให
คงทนเพื่อการพัฒนาไปใชประโยชนในการวิเคราะหไนเตรตดวยเทคโนโลยีสะอาด(clean technology) 
ตอไป ซ่ึงจะเกิดประโยชนตอชุมชนและสังคมโดยรวม งานวิจยันี้จึงไดศึกษาปจจัยตางๆ ในการ
เพาะเลี้ยงสาหรายที่มีผลตอการทาํงานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส รวมไปถึงผลของแหลงไนโตรเจน
และผลของแสง ตลอดจนศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่สกัดไดจากสาหราย  
        
การตรวจเอกสาร 
 
        ไนโตรเจนเปนแรธาตุทีจํ่าเปนสําหรับส่ิงมีชีวิต เพราะเปนสวนประกอบของสารชีวโมเลกุลที่
สําคัญหลายชนิด เชน โปรตีนและกรดนวิคลีอิค ไนโตรเจนทีม่ีอยูในสิง่แวดลอมจะอยูในรูปออกซไิดซ มี
ประจุจาก +5 ถึง -3  โดยการเปลี่ยนรูปของไนโตรเจนจะเปนไปตามวัฏจักรไนโตรเจน (nitrogen 
cycle) (รูปที่ 1)  ซ่ึงแบคทีเรียมีบทบาทสาํคัญในวัฏจักรนี ้
        ปฏิกิริยาการรีดิวซไนเตรต (nitrate reduction) มีบทบาทสาํคัญในวัฏจักรไนโตรเจน และมี
ความสาํคัญในทางการเกษตร ส่ิงแวดลอม และเกี่ยวกบัสุขภาพ ซ่ึงการเกิด nitrate reduction ใน
ส่ิงมีชีวิต มีประโยชน 3 ประการ คือ  
        1. ใชไนเตรตเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญเติบโต (nitrate assimilation) 
        2.  ทําใหเกิดพลังงานในกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) โดยใชไนเตรตเปนตัวรับ 
อิเล็กตรอนตัวสุดทาย (nitrate respiration) 
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        3.  ทําใหเกิดการสลายตัวของไนโตรเจนที่เหลือเพ่ือความสมดุล (nitrate dissimilation) 
 เอนไซมไนเตรตรีดักเทส (nitrate reductase, NR)  เปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาแรกของ

กระบวนการ nitrate assimilation โดยเปลี่ยนไนเตรต (NO3
-) ไปเปนไนไตรต (NO2

-) ในพืชรวมทั้ง
สาหราย และเชื้อราบางชนิด ไนไตรตทีไ่ดจากกระบวนการดังกลาวจะถกูเปลี่ยนเปนแอมโมเนียมซึ่งพืช
จะใชในกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน และสารประกอบไนโตรเจนอื่นๆ ตอไป  
   เอนไซมไนเตรตรีดักเทส มี 4 ชนิด คอื  
 1.Eukaryotic assimilatory nitrate reductase  
 2. Cytoplasmic assimilatory nitrate reductase (Nas) 

3. Membrane-bound respiratory nitrate reductase (Nar) 
            4. Periplasmic dissimilatory nitrate reductase (Nap) 

เอนไซมไนเตรตรีดักเทส ชนิดที่ 2-4  คือ Nas, Nar และ Nap เปนเอนไซมที่พบในสิ่งมีชีวิต
จําพวก prokaryote คือแบคทีเรีย 
1. Eukaryotic assimilatory nitrate reductase 
        เอนไซมไนเตรตรีดักเทสชนิดนี้เรงปฏิกิริยาการรีดิวซไนเตรต ซ่ึงเกี่ยวของกบัการใชไนโตรเจน
เพื่อการเจริญเติบโตใน พืชช้ันสูง สาหรายและรา  
          แบงเปน 3 ชนิดตามตัวใหอิเล็กตรอน (Campbell., 1999) คือ 

1. NADH-NR (EC 1.6.6.1) เปนชนิดที่พบในพืชช้ันสูงและสาหราย รับอิเล็กตรอน
จาก NADH 

2. NAD(P)H-NR (EC 1.6.6.2) เปนชนิดที่พบในพืชช้ันสูง สาหราย และรา มีสมบัติ
เปน bispecific คือ รับอิเล็กตรอนไดท้ังจาก NADH และ NADPH 

3. NADPH-NR (EC 1.6.6.3) พบเฉพาะในราและมีความจําเพาะตอ NADPH 
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รูปที ่1. แสดงวัฏจักรการเปลี่ยนแปลงของไนโตรเจน (nitrogen cycle) (Cabello et al.,     
             2004) 
ตัวเลขตางๆ คือเอนไซมที่เกีย่วของในกระบวนการโดย 
1-2 =   glutamine synthetase-glutamate synthase (GS-GOGAT) 
3 =   glutamate dehydrogenes (GDH) 
4  =   nitrogenase 
5 =   assimilatory nitrate reductase (Nas) 
6 =   assimilatory nitrite reductase (siroheme-Nir) 
7 =   dissimilatory and respiratory nitrate reductase (Nap and Nar) 
8 =   respiratory nitrite reductase (Cu-Nir and cd1-Nir) 
9 =   nitric oxide reductase (Nor) 
10 =   nitrous oxide reductase (Nos) 
11 =   ammonia monooxygenase 
12 =   hydroxylamine oxidase 

            13   =    nitrite oxidase 
 



 5

       1.1 โครงสรางของเอนไซมไนเตรตรีดกัเทส 
   เอนไซมไนเตรตรีดักเทส เปน soluble enzyme พบในสวนไซโตซอล โมเลกุลของเอนไซม        
ไนเตรตรีดักเทส ที่ทํางานไดประกอบดวยเปปไทดสองหนวยที่เหมือนกัน (homodimer) โดยเปปไทด
แตละหนวยมขีนาดประมาณ 100 กิโลดาลตัน ประกอบดวยศูนยเรงปฏิกิริยารีดอกซ 2 ศูนย (domain) 
(รูปที่ 2.)ซ่ึงเชื่อมตอกันดวยไซโตโครมบี 557 (Cyt. B557) Hinge 1 และ Hinge 2 โดยศูนย แรก คือ 
FAD-domain มี flavin adenine dinucleotide (FAD) เปนองคประกอบทาํหนาที่รับอิเล็กตรอนจาก 
NAD(P)H  และศูนยที่สองคือ      Mo-MPT มี molybdenum-molybdopterin (Mo-MPT) เปน
องคประกอบ ทําหนาที่สงอิเล็กตรอนใหไนเตรตเพื่อเปลี่ยนเปนไนไตรต 
       1.2 การทํางานของเอนไซมไนเตรตรดีกัเทส  
        นอกจากจําแนกรูปแบบการทาํงานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสตามลักษณะการรับ
อิเล็กตรอนจาก NADH หรอื NADPH แลวเอนไซมไนเตรตรีดักเทส ยังเปนเอนไซมที่มีการทาํงานได
เปนสวนยอยโดยเรียกวา partial activity (Kramer et al., 1987) ซ่ึงเมื่อพิจารณาจากตําแหนงการเรง
ท่ีจําเพาะเฉพาะบางสวนบนโมเลกุลของเอนไซมแลว สามารถแบงไดเปนกลุมกวางๆ (รูปที่ 3) คือ 

1. NADH dehydrogenase ซ่ึงจะเกิดรีดักชันของ ferricyanide จากการทาํงานของ
เอนไซม NADH : ferricyanide reductase หรือรีดักชั่นของ cytochrome c จากการ
ทํางานของเอนไซม NADH : cytochrome c reductase หรือรีดักชั่นของ 
dichlorophenol indophenol จากการทาํงานของเอนไซม NADH : dichlorophenol 
indophenol reductase  

2.  แอคติวิตีที่เกิดจากการใหอิเล็กตรอน จาก FADH2 หรือ FMNH2 : nitrate reductase 
โดยผาน heme redox center หรือโดยการใหอิเล็กตรอนจาก dithionite reduced 
methyl viologen (MV : nitrate reductase) หรือ bromophenol blue (BPB : nitrate 
reductase โดยผาน molybdenum redox center) 
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           N    =    N-terminus                                     =   Hinge 2 

 
 

                 =     Acidic N-terminal region      CbR  =    Cytochrome b reductase fragment  
 
       N-    =     N-terminus 
      -C       =    C-terminus                            Cb     =     Cytochrome b fragment or domain 
 
                 =     Hinge 1,2                              Fe     =      Heme-Fe binding site 
 
NO3

-        =  nitrate binding and reduction site   
Mo-MPT  =  Molybdate/molybdopterin binding site 
FAD        =      FAD-binding site                 
CcR        =   Cytochrome c reductase fragment of NR 
NADH     = NADH-binding site   
MC-NR    =  Molybdenum-containing nitrate- reducing fragment  
 
รูปที ่2. แสดงสวนประกอบสําคัญและศนูยเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส (Campbell,  
            1996) 
 
 
 

1,2 

A 

2 

N NO3
- /Mo-MPT Fe FAD/NADH 

MC-NR Cb CbR 

CcR 

C 

A 2 1 
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Cyt c   =   cytochrome c 
DCPIP =   dichlorophenol indophenol 
MV      =   reduced methyl viologen 
BPB     =   reduced bromphenol blue 
 
รูปที ่3. โครงสรางของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แสดงตําแหนงรับ-สงอิเล็กตรอนระหวางศูนยเรง 

ปฏิกิริยาของเอนไซมกับสารตางๆ (Kramer et al ., 1987) 
 
       1.3 เอนไซมไนเตรตรีดกัเทสในสาหราย 
              1.3.1 โครงสรางและสมบตัิทางจลนศาสตร 
                            ในสาหรายพบเอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดทั้งในสวนไซโตซอลและแบบที่ติดกบัเยื่อ
พลาสมา (plasma membrane) (Jones and Morel, 1988 ; Tischner et al., 1989) แมวาลกัษณะ
และขนาดของเปปไทดหนวยยอย อาจแตกตางจากเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของพืชช้ันสูงอยูบาง 
(Berges., 1997)  
                           1.3.1.1 เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายสีเขียว 
                                        ในป 1975 Solomonson และคณะไดทําบริสุทธิ์เอนไซมไนเตรตรีดักเทส
จากสาหราย Chlorella  vulgaris พบวาเอนไซมมี 3 หนวยยอย (trimer) โดยแตละหนวยยอย 

 

FAD-domain 
Cyt b557 

(Heme-Fe) 

NO3
- 

NO2
- 

NAD(P)H Ferricyanide 

Cyt c/DCPIP MV BPB 

e- 
e- Mo-MPT 
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(subunit) มีขนาด 90,000 ± 5,000 ดาลตัน และเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาสวนยอยได จากการ
ทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยการรีดิวซไนเตรตไปเปนไนไตรต ทําใหเกิดผลผลิตคือ NAD+ 
และไนไตรตทีส่ามารถยับยั้งการทาํงานของเอนไซมได โดยทั้งสองตัวเปนตัวยับยั้งแบบแขงขัน 
เชนเดียวกับ ADP และ ไธโอไซยาเนต (thiocyanate) ซ่ึงเปนตัวยับยัง้แบบแขงขนัเชนกัน เอนไซมไน
เตรตรีดักเทสในสาหรายสีเขยีวชนิดเซลลเดียว Ankistrodesmus braunii  ที่มีน้าํหนกัโมเลกุล 
467,400 ดาลตัน ประกอบดวย 8 หนวยยอยที่เหมือนกนั แตละหนวยยอยมขีนาด 58,750 ดาลตัน 
นอกจากนีย้ังมี FAD จํานวน 4 โมเลกุล, heme group 4 โมเลกุล และ molybdenum 2 อะตอม (De 
la Rosa and Vega., 1981)  
                           1.3.1.2 เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายสีแดง 
                                       ในป 1993 Nakamura และ Ikawa ไดศึกษาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใน
สาหรายสีแดง Porphyra yezoensis พบวามีขนาด 220 กิโลดาลตัน ประกอบดวย 2 หนวยยอย แตละ
หนวยยอยมขีนาด 100 กโิลดาลตัน ทํางานไดดีที่ pH 8.3 มีคา Km สําหรับ NADH และ KNO3 เปน 23 
และ 64 ไมโครโมลาร ตามลําดับ สารที่ยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมน้ีไดคือ sulfhydryl reagent  เชน p-
hydroxymercuribenzoic และ N-ethylmaleimide สามารถยับยั้งการทํางานสวยยอยของเอนไซมใน
ขั้นตอนที่ใช NADH (NADH-utilizing partial activity) ไดอยางสมบูรณ โดยหมู sulfhydryl จะจับกับ
สวน diaphorase ทําใหสวนนี้ของเอนไซมสูญเสียบทบาทไป ในขณะที่ไซนาไนด (cyanide) และ       
เอไซด (azide) สามารถยับยั้งแอคติวิตีในสวนที่เกิดการรีดิวซไนเตรตได ตอมาในป 2004  Granbom 
และคณะพบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายทะเล Kappaphycus alvarezii ซ่ึงเปนสาหรายสี
แดงขนาดใหญและมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เพราะสามารถนํามาผลิตเจลและคาราจีแนนได 
ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส pH 8.0 โดยในสวนปลายยอด (apical) ของสาหรายจะใหคา
แอคติวิตีสูงกวาในสวนโคน (basal) ถึง 1.5 เทา และเอนไซมเปนแบบ NADH- specific มีคา Km 
สําหรับ NO3

- และ NADH เปน 30 และ 5 ไมโครโมลาร ตามลําดับ เมื่อศึกษาความเสถียรของเอนไซม
โดยเก็บเอนไซมท่ีเปนสารสกดัหยาบที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาสามารถรักษาแอคติวิตีของ 
เอนไซมไวได 1 สัปดาห 
                          1.3.1.3  การกระตุนการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส  
                                      ในป 1972 Jeschmann และคณะ พบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจาก
สาหรายสีเขียวเซลลเดียว C. vulgaris ที่สกัดไดจะอยูในรูปทีท่ํางานไมได (inactive form) จึงได
ทดลองเปลี่ยนแปลงเพื่อใหเอนไซมอยูในรูปที่ทาํงานได (active form) โดยกระตุนดวยสารออกซิไดส 
คือ  ไซยาไนด  พบวาสามารถเปลี่ยนเอนไซมที่อยูในรูปโปรเอนไซม (proenzyme) ใหอยูในรูปที่ทาํงาน
ไดโดยใชเวลาเพียงเล็กนอยที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และพบวาออกซิเจนสามารถกระตุนเอนไซม
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ไดแตใชเวลานานกวา เพราะตองใชเวลาหลายชั่วโมงทีอุ่ณหภูมิหอง นอกจากนีย้ังพบวา CO สามารถ
ยับยั้งการใชออกซิเจนกระตุนเอนไซมไนเตรตรีดักเทส  
                          1.3.1.4 ผลของฟอสเฟต และ flavin adenosine dinucleotide (FAD) ตอการ
ทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
                                       Howard และ Solomonson (1981) พบวาฟอสเฟตสามารถกระตุนการ
ทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากสาหราย C. vulgaris ใหมแีอคติวิตีสูงขึ้น 2 เทาไดโดยฟอสเฟต
มีผลทําให Vmax เพิ่มขึ้นแตไมมีผลตอคา Km สําหรับไนเตรต (Howard  and Solomonson, 1981) และ
ในป 1984 Everest และคณะไดศึกษาผลของฟอสเฟตและ FAD ตอการทาํงานของเอนไซมไนเตรตรี
ดักเทสในสาหรายทะเลเซลลเดียว พบวา  บัฟเฟอร Tris เพียงอยางเดียวไมเหมาะสมที่จะใชวิเคราะห
แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แตถามีการเติมฟอสเฟตและ FAD ลงไปดวยทําใหแอคติวตีิของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายบางชนดิ เชน Brachiomonas submarine Bohlin, 
Nannochloropsis oculata Droop และ Phaeodactylum tricornutum Bohlin เพ่ิมสูงที่สุด จากผล
การทดลองนี้ คือเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหรายทะเลบางชนิดตองการ FAD เพ่ือใหมีแอคติวิตีสูง
ท่ีสุดในขณะทีส่าหรายบางชนิดไมตองการ FAD ซ่ึงอธิบายไดวา FAD อาจจะเกาะติดกับเอนไซมดวย
พันธะทีแ่ข็งแรงตางกัน 
                                       สําหรับเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่ทาํบริสุทธิบ์างสวน (partially purified 
enzyme) ในสาหราย P. tricornutum นอกจากตองการ FAD และฟอสเฟตในการวิเคราะหแอคติวิตี
แลว ยังพบวา การเติมอารซีเนต (arsenate) หรือ EDTA รวมกับ FAD จะมีผลกระตุนการทํางานของ
เอนไซมไดดวย แตถาเติมแมงกานีสลงในสารสกัดเอนไซม พบวาจะมีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไน
เตรตรีดักเทส (Everest et al., 1984)  
                          1.3.1.5 ผลของคา ionic strength ตอการทาํงานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 
                                     ในป 1986 ไดมกีารศึกษาผลของ ionic strength ตอการทํางานของเอนไซม
ไนเตรตรีดักเทสในสาหรายChlorella พบวาเมื่อคา ionic strength เพ่ิมขึ้นจะกระตุนการทํางานของ 
NADH: NR โดยจะเพิ่มท้ัง V max และ Km ของไนเตรต นอกจากนี้คา ionic strength ยังมีผลตอการ
ทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสสวนยอยดวย คือ เม่ือคา ionic strength เพิ่มขึ้นหรือลดลง มีผล
ยับยั้งหรือกระตุนแอคติวิตีสวน NADH: cytochrome NR และ reduced flavin NR ตามลําดับ 
ในขณะที่คา ionic strength ไมมีผลตอแอคติวิตีของ NADH: fericyanide NR และสวน reduced 
methyl viologen NR (Kay and Barber, 1986) 
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                 1.3.2 การควบคุมการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดกัเทส 
                            การควบคุมการทํางานของเอนไซมไนเตรตรีดีกเทสในสาหรายจะแตกตางจากใน
พืชชั้นสูง เมื่อไดทดลองยายสาหรายสีเขียวและไดอะตอม (diatom) ที่เลี้ยงในอาหารที่ใชแอมโมเนียม
เปนแหลงไนโตรเจนมาเพาะเลี้ยงในอาหารทีไ่มมไีนโตรเจน ปรากฏวายังสามารถตรวจพบแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสได (Kessler and Osterheld, 1970; Amy and Garret, 1974) ซ่ึงแสดงวา
เอนไซม   ไนเตรตรีดักเทสไมไดถูกชกันาํดวยไนเตรตเหมือนในพืชช้ันสูง เชนในขาว และ ขาวโพด        
( เขมิกา โขมพัตร, 2545; Pulsuk, 2004) 
                          สําหรับการควบคุมการแสดงออกของเอนไซมดวยแสง ไดมีการศึกษาในสาหราย 
Kappaphycus alvarezii  โดยใหแสง 12 ชั่วโมงตอวัน พบวาการแสดงออกของเอนไซมไนเตรตรีดักเท
สมีลักษณะเปนวงจรในชวงวัน (circadian) คือในชวงที่มแีสงเอนไซมจะมแีอคติวตีิสูงกวาในชวงไมมี
แสง โดยแอคติวิติของเอนไซมจะคอยๆ เพิ่มขึ้นในชวงมีแสงและมคีาสูงที่สุดเม่ือใหแสงเปนเวลา 6 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นแอคติวิตีจะลดลงเรื่อยๆ จนมีคาต่ําสุดและคอนขางคงที่ในชวงไมมแีสง                  
(Granbom et al., 2004) ซ่ึงแสดงวาการทํางานของเอนไซมในสาหรายชนิดนี้ควบคุมโดยวงจรแสง
ในชวงวนั แตใน Dunaliella salina ซ่ึงเปนสาหรายทีท่นเค็ม พบวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสาหราย
ชนิดนี้มกีารชกันําใหแสดงออกไดในชวงไมมีแสง ( Delrio et al., 1994)  
 
2. Prokaryotic nitrate reductase 
       2.1 Bacterial assimilatory nitrate reductase (Nas) 
            2.1.1 โครงสรางและสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม 
     Nas แบงออกเปน 2 ชนิด คือ (รูปที่4.) 

    1. ferredoxin หรือ Flavodoxin- dependent Nas 
    2. NADH-dependent Nas 

                            ทั้ง 2 ชนิดมี  MGD (bis-molybdopterin guanine dinucleotide) เปนโคแฟคเตอร 
(cofactor) และ N-terminal มีหมู iron-sulfur  แตไมมีหมู heme  ซ่ึงแตกตางจากเอนไซมไนเตรตรีดัก
เทสในสิ่งมีชีวติพวกยูคาริโอต (eukaryote) และเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในพวกไซยาโนแบคทีเรีย 
(cyanobacteria) ซึ่งเปน ferredoxin -Nas ที่ประกอบดวยหนวยยอยเดี่ยวขนาด 75-85 กิโลดาลตัน 
(Mikami and Ida., 1984 ; Rubio et al., 1996)  ในขณะที่  flavodoxin-Nas ของ Azotobacter 
vinelandii  เปนโพลีเปปไทดที่มีขนาด 105 กิโลดาลตนั (Gangeswaran and Eady., 1996) และเปน
เอนไซม flavodoxin-Nas ชนิดเดียวกนักับที่พบใน Azotobacter chroococcum, Clostridium 
perfringens  และ Ectothiohodospira shaposhnikovii (Guerrero et al., 1981) แตแตกตางจาก
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เอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่พบใน Klebsiella pneumoniae (Lin et al., 1994) และใน Rhodobacter 
capsulatus (Blasco et al., 1997) ซ่ึงเปน NADH-Nas ที่มีลักษณะเปน heterodimer ประกอบดวย 
สวนที่เปน diaphorase ที่มี FAD เปนโคแฟคเตอร มีขนาด 45 กิโลดาลตันและสวนที่เปนหนวยยอยที่
ทําปฏิกิริยา (catalytic subunit)  มีขนาด 95 กิโลดาลตัน โดยในสวนนี้จะมี MGD เปนโคแฟคเตอร
และ ม ี N-terminal  ที่มีศูนยกลางเปนหมู [4Fe-4S]  
                            ในสิ่งมีชีวิตกลุม archaea ที่ทนเค็มได เชน Haloferax mediterranei  ซ่ึง
เจริญเติบโตในสภาวะที่มีออกซิเจน พบวา Nas มีลักษณะเปน dimer ท่ีมขีนาด 105 และ 50 กิโลดาล
ตัน ไมสามารถใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน แตใช  ferredoxin ได (Martinez-Espinosa et al., 
2001) แสดงวา Nas ในสิ่งมีชีวิตกลุม archaea มีลักษณะแตกตางจาก Nas ของแบคทีเรีย เพราะ 
ferredoxin-Nas ของแบคทเีรียมีลักษณะเปนหนวยเดี่ยว (monomer) แตถาเปน NADH-Nas จึงจะมี
ลักษณะเปน dimer จากการศึกษาสมบัติของ Nas ใน H. mediterranei  ไดคา Km สําหรับไนเตรตเปน 
0.95 มิลลิ  โมลาร อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 80 องศาเซลเซียสเม่ือมี NaCl 
ความเขมขน 3.1   โมลาร แตถามี NaCl 1.3 โมลาร จะทํางานไดดีทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดย
การทาํงานของเอนไซมถูกชกันําไดดวยไนเตรต และกดดันไดดวยแอมโมเนียม เชนเดียวกับใน
แบคทีเรีย   
                            Nas ใน R. capsulatus ถูกยับยั้งไดดวยไซยาไนด (cyanide) และเอไซด (azide) 
แตไซยาเนต (cyanate) และคลอเรต (chlorate) ไมสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมนี้  นอกจากนี้ 
NADH ยังมีผลทําใหเอนไซมทํางานไมไดในสภาวะที่มอีอกซิเจนโดยการทาํใหเกิด superoxide anion 
ตรงตําแหนงทีเ่ปน diaphorase (Blasco et al.,1997) 
            2.1.2 การขนสงไนเตรตในระบบ Nas ของแบคทีเรีย 
                           เนื่องจาก Nas เปนเอนไซมที่อยูในไซโตพลาสซึม ดังนั้นจึงตองมีการขนสงไนเตรต
เขามาภายในเซลล โดยการขนสงในแบคทีเรียสวนใหญจะใช ตัวขนสงชนิด ABC (ABC-type 
transporter) ซ่ึงเปนโปรตีนที่จับอยูกับเพอริพลาสมิกเมมเบรน (periplasmic membrane) จาก
การศึกษาใน Synechococcus  พบวาตัวขนสงไนเตรตประกอบดวยโปรตีนทีจั่บอยูกับเพอริพลาสมิก
เมมเบรน (ถอดรหัสจาก nrtA gene), โปรตีนที่อยูในเมมเบรน (ถอดรหัสจาก nrt B gene) และโปรตีน 
2 ตัวที่จับอยูกบั ATP (ถอดรหัสจาก nrt C และ nrtD) (Luque and Herrero., 1994 ; Omata., 1995)  
               2.1.3 การควบคุมการแสดงออกของ Nas 
                       จากการศกึษาการแสดงออกของ nas gene ใน K. pneumoniae  พบวาการ
แสดงออกของ nas gene ถกูควบคุมดวย 2 ระบบ คือ 
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                     1. การกด (repression) ดวยแอมโมเนีย ซ่ึงเปนระบบการควบคุมการใชไนโตรเจนทัว่ไป 
(Ntr) โดย Ntr จะควบคุมการสังเคราะหเอนไซมทั้งหลายที่เกี่ยวกับการใชแหลงไนโตรเจน ในระหวางที่
แบคทีเรียเจริญเติบโตในสิ่งแวดลอมที่มไีนโตรเจนจํากดัโดยจะมีการเติมหมูฟอสเฟต 
(phosphorylation) ใหกับโปรตีน NtrC ซึ่งเปนการกระตุน NtrC ใหจับกับตาํแหนงที่เปน upstream 
ของ promoter จึงกระตุน transcription ของ gene ที่ควบคุม Ntr (Merrick and Edwards., 1995) 
                     2. การชักนาํดวยไนเตรตหรือไนไตรตตอการแสดงออกของ nas genes ใน  
Klebsiella ผานโปรตนี NasR เปนการควบคุมทางบวกทีท่าํใหเกิด transcription นอยลง โดยใน
สภาวะที่ไมมีไนเตรตหรือไนไตรต จะมีปจจัยทีทํ่าใหทาํใหไมเกิด transcription ของ nas gene แตเม่ือ
มีไนเตรตหรือไนไตรต จะไมมีปจจัยดังกลาว ทาํใหมกีารแสดงออกของ nas gene ได ดังนั้นการ
ควบคุมดวยไนเตรตไมไดเปนการควบคุมจุดเริ่มตนของ transcription แตเปนการควบคุมจุดสิ้นสุด 
(Lin and Stewart,. 1996) 

รูปที ่4. การเกิด assimilation ของไนเตรตในแบคทีเรีย (Moreno-Vivian et al., 1999) 
  ขวา :  ferredoxin (Fd)-dependent assimilatory nitrate และ nitrite reductase จาก 
cyanobacteria 
  ซาย :  NADH-dependent nitrate และ nitrite reductase จาก Klebsiella  และ 
Rhodobacter       
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2.2  Respiratory membrane-bound nitrate reductase (Nar) 
      2.2.1 โครงสรางและสมบัติทางชีวเคมีของ Nar 
                   Nar เกี่ยวของกับกระบวนการ denitrification และ nitrate respiration ในสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน ไดมีการทาํบริสุทธิ์ Nar จากแบคทีเรียที่ทนรอนไดคือ Thermus thermophilus (Ramirez et 
al., 1998) พบวาเอนไซมทาํงานไดดีท่ีอณุหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และจากการศึกษา Nar ใน E. coli  
พบวามไีอโซไซม 2 ชนิด คือ NRA จะแสดงออกภายใตสภาวะทีมี่ไนเตรตแตไมมีออกซิเจนคิดเปน 
90% ของแอคติวิตีทั้งหมด และ NRZ ซึ่งมีการแสดงออกตลอดเวลา (Blasco et al., 1992)  (รูปท่ี 5.)  

 
       
   
  
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่5. กระบวนการ nitrate respiration และ denitrification pathways ในแบคทีเรีย (Moreno- 
            Vivian et al., 1999)  
            กระบวนการ nitrate respiration จะเกี่ยวของกับ Nar ซ่ึงมี 3 หนวยยอย คือ  

1. หนวยยอย γ (NarI) มีหนาที่รีดิวซควินอล 
2. หนวยยอย β (NarH) ขนสงอิเล็กตรอนจาก NarI ไปยงั NarG   
3. หนวยยอย α (NarG) รับอิเล็กตรอนจาก NarH และรับโปรตอนจากไซโตพลาสซึมเพื่อ

รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต 
   หลังจากนัน้ไนไตรตจะถูกขนสงออกนอกเซลลโดยโปรตีน NarK 

               ในกระบวนการ denitrification เกี่ยวของกับการทาํงานของ Nap ไมเกี่ยวกับกระบวนการ 
nitrate assimilation หรือ nitrate respiration ไนไตรตที่เกิดขึ้นจึงถกูสงตอไปยังกระบวนการรีดิวซไน
ไตรต (เกี่ยวของกับเอนไซม nitrite reductase, Nir และการรีดิวซ ไนตริกออกไซด (nitric oxide) ซ่ึง
เกี่ยวของกับเอนไซม nitric oxide reductase, Nor)         
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               เอนไซม Nar ประกอบดวย 3 หนวยยอย คือหนวยยอย α (NarG) มีขนาด 112 ถึง 140 กิโล
ดาลตัน มี MGD เปนโคแฟคเตอร, หนวยยอย β (NarH) เปนสวนที่เรงปฏิกิริยามีขนาด 52 ถึง 64 กิโล
ดาลตัน ในสวนนี้จะมีหมู [3Fe-4S] 1 กลุมกับ [4Fe-4S] 3 กลุมเปนศูนยกลาง และหนวยยอย γ 
(NarI) เปนสวนที่ใชออกซิไดสควินอล (quinol) มีขนาด 19 ถึง 25 กิโลดาลตัน โดยสวนหนวยยอย α 
และ β เปนสวนที่ละลายไดแตมีสวนที่ยึดเกาะกับเมมเบรนดานที่ติดกับไซโตพลาสซึม ในขณะทีห่นวย
ยอย γ จะเปนสวนที่ฝงอยูในเมมเบรนและละลายออกมาไดเมื่อใชสารดีเทอรเจนตหรือใชความรอน 
แต NarI จะไวตอความรอนทําใหสูญเสียไดในขัน้ตอนการทําบริสุทธิ์ (Blasco et al., 1992) 
              โดยทั่วไปเอนไซมไนเตรตรีดักเทส ที่เกาะติดกับเมมเบรนสามารถรีดิวซ คลอเรตและถูกยับยั้ง
ไดดวยเอไซด, คลอเรต, ไซยาไนดและไธโอไซยาเนต (Hochstein and Tomlinson., 1988) 
              เอนไซม Nar ใชควนิอลเปนตัวใหอิเล็กตรอนและทําใหเกิด proton motive force (PMF) โดย 
NarI จะออกซไิดสควินอลตรงตําแหนงที่ติดกับเพอริพลาสซึมของเมมเบรนจึงปลอยโปรตอน 2 ตัวเขาสู
ดานเพอริพลาสซึม สวนอิเล็กตรอนจะถกูสงไปรีดิวซไนเตรตโดยรับโปรตอน 2 ตัวจากดานไซโต-    
พลาสซึม จึงเกิดความตางศักยระหวาง 2 ดานของ NarI ซ่ึงเรียงตัวขวางเมมเบรนอยูทําใหขนสง
อิเล็กตรอนผานเมมเบรนได (Berks et al., 1995) 
             จากการศึกษาเอนไซม Nar ในสิ่งมีชิวิตกลุม archaea หลายชนิด เชน Nar ของ Haloferax 
denitrificans ประกอบดวย 2 หนวยยอยทีม่ีขนาด 116 และ 60 กิโลดาลตัน มีคา Km สําหรับไนเตรต
เปน 0.2 มิลลิโมลาร มีความเสถียรเมื่อไมมีเกลือและแอคติวิตีจะลดลงเมื่อมีความเขมขนของเกลือ
มากขึ้น (Hochstein and Lang., 1991) สวน Nar ใน Haloferax volcanii  มีลักษณะเปน trimer 
ประกอบดวยหนวยยอยทีม่ขีนาด 100, 61 และ 31 กิโลดาลตัน แอคติวิตีของเอนไซมขึน้อยูกบัเกลือ 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมนี้คือ 80 องศาเซลเซียส มี Km สําหรับไนเตรตเปน 0.36 
มิลลิโมลาร นอกจากนีย้ังมีการศึกษาสมบัติของ Nar ในสิ่งมีชีวิตกลุม archaea ทีท่นรอนได คือ 
Pyrobaculum aerophilum พบวาเอนไซม Nar ประกอบดวย 3 หนวยยอย คือหนวยยอยทีม่ีขนาด 
130, 52 และ 32 กิโลดาลตัน โดยมีโมลิบดินัม (molybdenum), เหล็ก (iron) และ ไซโตโครม บี 
(cytochrome b)  เปนโคแฟคเตอร สามารถใช  benzyl viologen เปนตัวใหอิเล็กตรอนแกไนเตรตและ 
chlorate ได โดย Km สําหรบัไนเตรตและคลอเรต  เปน 58 และ 140 ไมโครโมลาร ตามลําดับ มีเอไซด 
เปนตัวยับยั้งแบบแขงขนัและไซยาไนดเปนตัวยับยั้งแบบไมแขงขัน อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงาน
ของเอนไซมนีม้ีคามากกวา 95 องศาเซลเซียส แตเมื่อบมเอนไซมทีทํ่าบริสุทธิแ์ลวไวที่อุณหภูม ิ 100 
องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมมี haft-life เพียง 1.5 ชั่วโมง เพราะเอนไซมจะมีความเสถียรเมื่อติดอยูกับ
เมมเบรน ดังนั้นเมื่อสกัดดวยสารดีเทอรเจนต ทําใหเอนไซมสูญเสียความเสถียรไป 
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          ไดมีการทําบริสุทธิ์ Nar จาก Paracoccus denitrificans โดยใช non-ionic detergent พบวา
เอนไซมประกอบดวย 3 โพลีเปปไทด คือ α, β และ γ มีขนาดโมเลกุล 127, 61 และ 21 กิโลดาลตัน 
สามารถใช duroquinol หรือ reduced-viologen เปนตัวใหอิเล็กตรอน โดยในเอนไซมท่ียังไมไดผาน
การทาํบริสุทธิจ์ะมีไซโตโครม บี ซ่ึงใช duroquinol เปนตัวใหอิเล็กตรอนและใชไนเตรตเปนตัวรับ
อิเล็กตรอนได แตเอนไซมทีผ่านการทาํบรสุิทธิแ์ลวจะไมมีไซโตโครม บี และไมมหีนวยยอย γ ทําใหไม
สามารถรับอิเล็กตรอนจาก duroquinol ไดแตยังสามารถรับจาก reduced viologen ได จึงสรุปไดวา 
ในเมมเบรนของ P. denitrificans  หนวยยอย γ ทําหนาที่เรงการขนยายอิเล็กตรอนที่ไดจาก 
duroquinol ระหวางหนวยยอย α และ β  ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส จากการศึกษาตอมาพบวา 
ภายใตสภาวะไมมีออกซิเจนเอนไซมจะมีความไวตอไนเตรตความเขมขนต่าํๆในชวงไมโครโมลารได 
และสามารถใชคลอเรตเปนสารตั้งตนในการเกิดปฏิกิริยาได โดยมีคา Km สําหรับไนเตรตเปน 13       
ไมโครโมลาร และ Km สําหรบัคลอเรตเปน 470 ไมโครโมลาร เมื่อใช duroquinol เปนตัวใหอิเล็กตรอน 
แตเมื่อใช viologen เปนตัวใหอิเล็กตรอนจะไดคา Km สําหรับไนเตรตเปน 283 ไมโครโมลาร และ Km 
สําหรับคลอเรตเปน 470 ไมโครโมลาร สารที่สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดคือเอไซดซ่ึงเปน
ตัวยับยั้งแบบแขงขัน โดยมคีา Ki  เปน 0.55 ไมโครโมลาร 
          ใน Micrococcus denitrificans มีเอนไซมไนเตรตรีดักเทส 2 ชนิด คือ assimilatory NR และ 
respiratory NR โดยทั้ง 2 ชนิดจะเกาะติดอยูกับเมมเบรน เมื่อนําสวนเมมเบรนมาศกึษาพบวาเอนไซม 
ใช NADH และ succinate เปนตัวใหอิเล็กตรอน มี Km สําหรับ NADH เปน 1.8x 10-5 และ 2x10-5     
โมลาร เมื่อใชไนเตรตและออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน ตามลําดับ แตเมื่อสกัดเอนไซมออกจากเมม
เบรนและทาํบริสุทธิ์พบวาเอนไซมจะเปลี่ยนไนเตรตเปนไนไตรตโดยใช reduced benzyl viologen 
และ reduced methyl viologen เปนตัวใหอิเล็กตรอนแตใช NADH, succenate และ reduced 
cytochrome c เปนตัวใหอิเล็กตรอนไมได สารทีย่บัยั้งการทาํงานของเอนไซมไดคือไธโอไซยาเนต  
(KCNS) และ toluene-3,4- dithiol เพราะสารทั้ง 2 ชนิดนี้สามารถเกิด chelate กับโมลิบดนิัมได 
สภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม คือ ท่ี pH 6.3 โดยมีคา Km สําหรับไนเตรตเปน 9.6x10-4 
โมลาร เมื่อใช reduced benzyl viologen เปนตัวใหอิเล็กตรอน (Lam and Nicholas, 1968) 
                2.2.2  การขนสงไนเตรตในระบบ Nar 
                    เนื่องจากตําแหนง active site ของ NarG อยูในสวนไซโตพลาสซึม ดังนั้นไนเตรต
จึงตองถูกขนยายเขาไปในเซลลกอนจะถูกรีดิวซและมกีารขับไนไตรตออกมาในเพอริพลาสซึม ดวย
ระบบการขบัที่จําเพาะกับไนไตรต สวนการดูดซับไนเตรตในกระบวนการ respiratory ยังไมเปนที่
เขาใจนัก แตเปนที่เขาใจกนัแลววาชองทางในการขนสงไนเตรตจะมีความจาํเพาะตอไนเตรตสูงและถูก
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ยับยั้งไดดวยออกซิเจน (Denis., 1990) ซ่ึงแตกตางจากการดูดซับไนเตรตในกระบวนการ assimilatory 
ท่ีใชตัวขนสงไนเตรตเปน ABC-type 

  2.2.3 การควบคมุการแสดงออกของ Nar 
                       ใน E. coli  มีการควบคมุการสังเคราะหโปรตีน Nar 2 ระบบ คือ 1) ระบบท่ีขึน้อยูกับ
ออกซิเจน โดยมีโปรตีน FNR (fumarate and nitrate reductase regulation) เปนตัวควบคุม และ 2) 
ระบบทีข่ึ้นอยูกับไนเตรตหรือไนไตรตในสิง่แวดลอม  ดวยระบบการควบคุมที่มี 2 สวนโดยสวนแรกเปน
โปรตีนที่สงสญัญาณ 2 ตัว คือ NarX กับ NarQ และสวนที่สองเปนตัวโปรตีนที่ควบคุมการจับกับ DNA 
2 ตัว คือ NarL กับ NarP 
                           ใน E. coli  บทบาทของ FNR ในการควบคุม transcription คือเปนศูนยกลางในการ
แสดงออกของ gene ที่เกี่ยวกับกระบวนการเมแทบอลซึิมในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดย FNR จะจับ
ตรงตําแหนง upstream ของ promotor ที่ควบคุม FNR ทําใหเกิดการกระตุนหรอืการกดขึน้อยูกับ
ตําแหนงทีจ่ับ โดยภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน FNR จะจับกับ DNA และกระตุน transcription ของ 
nas gene และ gene ที่เกี่ยวกับกระบวนการเมแทบอลซึิมในสภาวะไมมีออกซิเจนตางๆ แตในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนกลุมของ [4Fe-4S]2+จะเปลี่ยนเปน [3Fe-4S]2+ หรือ [2Fe-2S]2+ ทําให FNR อยูในรูปที่
ทํางานไมได 
                           สําหรับการควบคุมการแสดงออกของ nas gene ดวยไนเตรตหรือไนไตรต ใน           
E. coli  เกิดขึ้นโดยไนเตรตและไนไตรตจะจับกับ periplasmic domain ซ่ึงเปนสวนที่อยูระหวางโปรตีน 
NarX และ NarQ ทําใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟตใหกับโปรตีนทัง้สองและเปนผลใหมีการเติมหมู
ฟอสเฟตใหกับโปรตีน NarL กับ NarP ดวย ทําให NarL และ NarP อยูในรูปทีท่าํงานได หลังจากนั้น 
NarL และ NarP จะจับจําเพาะกับ DNA ทําใหกระตุนการแสดงออกของ nas gene ได (Chiang et 
al., 1997) 
       2.3 Dissimilatory periplasmic nitrate reductases (Nap) 
             2.3.1 โครงสรางและสมบตัิทางชีวเคมีของ Nap 
                      เอนไซม Nap พบในแบคทีเรียที่เปน phototrophic  และ denitrifying แบคทีเรีย 
และแบคทีเรีย  แกรมลบหลายชนิดโดยพบในสวนเพอริพลาสซึมของเซลล (รูปที่ 6.) การทาํงานของ 
Nap ไมเกี่ยวของกับ nitrate assimilation หรือ nitrate respiration ดังนั้นไนไตรตที่เกิดขึ้นจึงใชเปน
แหลงไนโตรเจน หรือเปนสารตั้งตนสําหรับกระบวนการ anaerobic respiration ขึ้นอยูกับแบคทีเรียแต
ละชนิด การทาํงานของเอนไซม Nap ไมทําใหเกิด PMF โดยตรงแต Nap จะเกี่ยวของกับการเกิด PMF 
เมื่อมีการสงอิเล็กตรอนจาก NADH ไปให NADH dehydrogenase (Berks et al., 1995) แตใน 
Pseudomonas sp. เอนไซม Nap เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาแรกในกระบวนการ denitrification ซ่ึง
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เปนกระบวนการที่ทาํใหเกิดพลังงาน ดังนั้นกลไกการทาํงานของ Nap ทีท่ําใหเกิดพลังงานจึงยังไมเปน
ท่ีเขาใจกนันัก (Bedzyk et al., 1999)  นอกจากนี้บทบาททางดานกายภาพของ Nap ยังมีความ
แตกตางกนัในแบคทีเรียตางชนิดกนั หรือแบคทีเรียชนิดเดียวกันแตอยูในสภาวะตางกัน แตบทบาทที่
ชัดเจนของ Nap คือเปน dissimilatory เอนไซมท่ีชวยรกัษาสมดุลของสภาวะแวดลอมใหเหมาะกบัการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
                           Nap ใน Haloarcula marismortui มี Km สําหรับไนเตรตเปน 80 ไมโครโมลาร เมื่อมี
เกลือ (NaCl) ความเขมขน 2.0 โมลารโดยเกลือจะเปนตัวสนับสนุนแอคติวิตีของเอนไซม ในชวงแรกมี
รายงานวาเอนไซมนี้เปนโพลีเปปไทด ที่มขีนาด 63 กิโลดาลตัน (Yoshimatsu et al., 2000) แตตอมา
พบวาเอนไซมนี้เปน dimer ที่ประกอบดวยหนวยยอยทีม่ีขนาด 117 และ 47 กิโลดาลตัน (Yoshimatsu 
et al., 2002) แตจากการศึกษาเอนไซม Nap ใน Alcaligenes eutrophus (Ralstonia eutropha), 
Thiosphaera  pantotropha, E. coli และ Rhodobacter  พบวาเปน heterodimer ประกอบดวย
หนวยยอยทีท่าํปฏิกิริยาขนาด 90 กิโลดาลตัน (NapA) โดยมี MGD เปนโคแฟคเตอร  มี N-terminal ที่
มีหมู [4Fe-4S] เปนศูนยกลาง และมีหนวยยอยเปนไซโตโครม ซี ท่ีมีลักษณะเปน biheme (NapB) 
ขนาด 15 กิโลดาลตัน โดยหนวยยอยนี้จะรับอิเล็กตรอนจาก NapC ซ่ึงมีขนาด 25 กโิลดาลตันและเปน
ไซโตโครม ซี ที่มีลักษณะเปน tetraheme ยึดเกาะอยูกับเมมเบรน (Berks et al., 1994 ; Berks et al., 
1995) Nap แตกตางจาก Nar คือ Nap ไมไวตอการยบัยั้งดวยไซยาไนด อีกทั้งไมสามารถใชคลอเรต 
เปนสารตั้งตนไดและถูกกระตุนดวยไธโอไซยาเนต และเอไซดไดเล็กนอย (Berks et al., 1995) 
                           จากการศึกษา Nap ใน Paracoccus pantotrophus และ E. coli  ที่เพาะเลี้ยงดวย
อาหารที่มทีังสเตน (tungsten) เปรียบเทียบกับเมื่อในอาหารมีโมลิบเดต (molybdate) พบวา Nap 
จาก P. pantotrophus ที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารที่มีโมลบิเดต สามารถรีดิวซไนเตรตไดโดยมีคา V max = 
3.41±0.16 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรมัโปรตีน และ Km สําหรับไนเตรตเปน 0.24±0.05 ไมโคร     
โมลาร นอกจากนี้เอนไซมน้ียังมีความเสถยีรที่อุณหภูมมิากกวา 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงแตกตางจาก 
Nap ของ P. pantotrophus ที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารทีม่ี tungsten ที่รีดิวซไนเตรตไดดวยความเร็วที่ตํ่า
กวาและมีความจําเพาะกับไนเตรตนอยกวาดวย คือ มี V max= 0.05±0.002ไมโครโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีนและ Km = 3.91±0.45 ไมโครโมลาร ทั้งยังไมเสถียรเมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิสูงกวา 20 
องศาเซลเซียส และ Nap จาก E. coli  2 สายพันธุ คือ สายพันธที่ใชไนเตรตในการเจริญเติบโต และ
สายพันธุที่มกีารแสดงออกของ Nap เพียงอยางเดียว พบวา Nap จาก E. coli สายพันธุแรกถูกยับยั้ง
ไดเมื่อในอาหารที่เพาะเลี้ยงมี tungsten ความเขมขนในระดับนอยกวามิลลิโมลาร แต Nap ในสาย
พันธที่สองถูก tungsten ยบัยั้งไดบางสวนเมื่อมีความเขมขนของ tungsten ความเขมขน 10 มิลลิ-      
โมลาร จากขอมูลที่ผานมาไมมีรายงานวา tungsten สามารถแทนที่ molybdate ที่ตําแหนง active 
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site ไดแตสามารถทาํหนาที่ตรงตําแหนง active site ไดใน molybdoenzymes จากแบคทีเรียบางชนิด
เทานัน้ (Gates et al., 2003)  
            2.3.2  การควบคุมการแสดงออกของ Nap 
                            ถึงแมวาการแสดงออกของ nap gene จะมีความแตกตางกนัในแบคทีเรียตางชนิด
กันแตโดยทั่วไปแลวแอมโมเนียมและออกซิเจนไมกอใหเกิดผลกระทบใดๆ ตอระบบของ Nap  โดย
พบวาใน phototrophic แบคทีเรียมีการทาํงานของ Nap ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 
โดยไมไดรับผลกระทบจากแอมโมเนยีม และความสมดุลยของคารบอนและไนโตรเจนในเซลล 
นอกจากนีถ้ึงแมวาจะมีการทํางานของ Nap ในสภาวะที่ไมมีไนเตรตแตถาในสภาวะที่มไีนเตรต พบวา
ไนเตรตสามารถกระตุนการทํางานของ Nap ได (Reyes et al,. 1996) จากการศึกษาใน                
P. denitrificans พบการทาํงานของ Nap ในระหวางการเจริญเติบโตในสภาวะทีม่ีออกซิเจนแมวาจะ
ไมมไีนเตรต โดยจะมี     แอคติวิตีสูงเมื่อมีแหลงคารบอนที่อยูในรูปรีดิวซ เชน butyrate (Sears and 
Richardson., 1997) เชนเดียวกับ Nap ท่ีพบใน A. eutrophus ทีไ่มไดถูกชกันําดวยไนเตรตและ
แสดงออกสูงในสภาวะที่มีออกซิเจนในชวงการเจริญเติบโตชวง stationary phase (Siddiqui et al., 
1993)     
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รูปที ่6. การรีดิวซไนเตรตในสวนเพอริพลาสซึม ใน R.sphaeroides (Moreno-Vivian et al., 1999)  
            Nap มี หนวยยอย คือ  

1. NapC มีหนาที่รีดิวซควนิอล 
2. NapB ขนสงอิเล็กตรอนจาก NapC ไปยัง NapA 

3. NapA เปนศูนยเรงปฏิกิริยารีดิวซไนเตรตไปเปนไนไตรต โดยรับอิเล็กตรอนจาก NapB 
และโปรตอนจากในสวนเพอริพลาสซึม 

4. NapE และ NapK เปน transmembrane โปรตีนที่ยังไมรูหนาทีท่ี่แนชดั 

5. NapF เปน โปรตีนที่ละลายน้ําไดมกีรดอะมิโน Cys 4 กลุมซ่ึงอาจจะจับกับหมู [4Fe-4S] 
ซ่ึงเกี่ยวของกบัศูนยกลางของ NapA ที่เปนหมู [4Fe-4S] 

6.   NapD เปนโปรตีนที่อยูในไซโตพลาสซมึและมีสวนรวมในการทํางานของ NapA 
 
3. สาหรายในบอน้าํรอน  
        ปจจุบันไดมีการศึกษาสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในบอน้าํพุรอนกันมาก เชนที่ Yellowstone Park ใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา  มีการสํารวจพบวามีสาหรายสเีขียวแกมน้ําเงินอยูรวมกับแบคทีเรียที่สามารถ
สังเคราะหแสงได (photosynthetic bacteria) โดยอยูรวมกันเปนแผนเกาะอยูตามพื้นผิว (Madigan 
and Brock, 1977) ในบางแหงอาจพบสาหรายสีเขียวบางชนิดดวย ซึ่งสวนใหญจะอยูไดที่อุณหภูมิที่
ไมสูงมากนกั สาหรายน้าํพุรอนสวนใหญจะเปนสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทีม่ีขนาดเล็ก (Kullberg, 

4Fe-
4S 

4Fe-4S 
MGD 
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1968) สาหรายและสิ่งมีชีวิตอ่ืนสามารถดํารงชีพอยูไดในน้าํพุรอนเพราะน้าํพุรอนมีธาตุอาหารที่อุดม
สมบูรณ และเมื่อส่ิงมีชีวิตเหลานั้นไดรับแสงอยางเพียงพอทําใหสามารถสังเคราะหแสงไดดีซ่ึงมีผลตอ
การเพิ่มผลผลิตเบื้องตน (primary production) ของระบบนิเวศนั้น ๆ (ปราโมทย ทัศนาสวุรรณ., 
2529; Castenholz., 1969) 
        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินเปนพวกโพรคาริโอต (prokaryote) ดิวิชันไซยาโนไฟตา (Cyanophyta) 
อาณาจักรโมเนรา (Monera) เซลลส่ิงมีชีวิตพวกนี้จะไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส ถามีสารสีก็จะกระจัด
กระจายอยูในโพรโตพลาซึม เม็ดพลาสติดสีไมมีเยื่อหุม 
        สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินบางชนิดสามารถตรึงไนโตรเจนออกจากอากาศมาเกบ็สะสมไวภายใน
เซลล ซ่ึงจะชวยเพ่ิมผลผลิตขาวในนาไดอีกดวย (Allen and Stainer., 1968) แตสาหรายบางชนิดที่
ลอยอยูในน้ําถามีมากเกินไปจะทําใหน้ําเปลี่ยนสไีด เชน สีเขียวแกมน้ําเงิน เปนตน ซ่ึงปรากฎณการนี้
เรียกวา “วอเตอรบลูม” ซ่ึงอาจกอใหเกิดน้าํเสียขึ้นได 
        สําหรับสาหรายบางชนดิที่สามารถเจริญไดดีในบริเวณที่มีสภาพแวดลอมไมเหมาะสมเชน ใน
นํ้าพุรอน จะพบวาโครงสรางของเซลลจะมีลักษณะพิเศษ โดยมีเยื่อหุมเซลลท่ีหนาและมีเอนไซมที่
พัฒนาสามารถทํางานไดหรอืไมเสียสภาพแมอยูในชวงอณุหภูมิสูง ๆ ถึงแมวาบางสวนของเซลลจะถูก
ทําลายไปก็ตาม แตเซลลก็สามารถสรางสวนประกอบเหลานัน้ขึน้มาทดแทนไดอยางรวดเร็ว (ประวิทย 
พิทักษวาป., 2533) สาหรายกลุมน้ีสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพที่ไมเหมะสมไดดี จากคุณสมบัติ
พิเศษดังกลาวของสาหรายกลุมนี้ถามีการคนควากันอยางจริงจังก็นาจะนาํมาใชประโยชนตอมนษุยได 
        บอน้ําพุรอนพบอยูในทีต่าง ๆ ทั่วโลกทั้งในยุโรป ในประเทศสหรัฐอเมริกา นิวซีแลนดหรือในเอเชีย 
เชน ในประเทศมาเลเซีย ฟลิปปนส ญี่ปุนและไทย เปนตน นํ้าพรุอนที่รูจักกนัดีก็คือ น้ําพุรอนที ่
Yellowstone National Park ในประเทศสหรัฐอเมริกา นํ้าพุรอนสามารถจาํแนกตามแหลงกําเนิด 
(Castenholz., 1969) ไดดังนี ้
            1. Volcanic – Na, Cl – hot spring เปนน้าํพุรอนที่มแีหลงกําเนิดมาจากภูเขาไฟ น้ํามีคา
ความเปนกรด-ดาง (pH) ประมาณ 7 สารที่พบมากในน้าํ คือ โซเดียม (Na)   คลอไรด (Cl)                     
ไบคารบอเนต (HCO3

-)  และซิลิเกต  คาความเค็มอยูในชวง 1,000-3,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
            2. Volcanic – acid SO4 hot spring  เปนน้าํพุรอนที่มแีหลงกําเนิดมาจากภูเขาไฟ น้ํามีคา
ความเปนกรด-ดาง ประมาณ 1-4 สารที่พบมากในน้ําคือ กรดซัลฟูริก (H2SO4) และ  ซัลไฟด (S2-) คา
ความเค็มอยูในชวง 35,000-100,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
            3. Calcareous travertine – depositing hot spring  เปนน้าํพุรอนที่มแีหลงกาํเนิดมาจาก
ภูเขาหินปนู นํ้ามีคาความเปนกรด-ดาง ประมาณ 7 สารที่พบมากในน้าํคอื แคลเซียม (Ca) 
แมกนีเซียม (Mg)  และ ไบคารบอเนต  ในบางแหงอาจพบปริมาณซัลไฟดท่ีสูง 
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          4.  Meteoric – Low Salinity hot spring  นํ้าทีม่ีคาความเปนกรด-ดางประมาณ 9 สารทีพ่บ
มากในน้าํคือ โซเดียม และแคลเซียม ปริมาณคลอไรดจะพบนอย นอกจากนี้จะพบแกสไนโตรเจนเปน
จํานวนมาก อุณหภูมิของน้าํคอนขางต่ําเมื่อเปรียบเทียบกับ Calcareous spring 
         5. Thermal brine hot spring  เปนน้าํพุรอนที่มแีหลงกาํเนิดติดกับทะเลน้ํามีคาความเปนกรด-
ดางประมาณ 7 คาความเค็มมีคากระจายตั้งแตนอยจนถึงเทากับความเค็มของน้ําทะเล มีปริมาณแกส
มีเทนคอนขางสูง 
         3.1 ชนดิของสาหรายในบอน้ํารอนขึน้กบัปจจยัหลัก 2 ประการ คือ อุณหภมูิและ แสง 
             3.1.1 อุณหภูมิ 
                          ในการสํารวจน้าํพุรอนที่ Yellowstone Park พบวาที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียสพบ
สาหราย 5 ชนิด ในขณะที่อุณหภูม ิ 85 องศาเซลเซียสจะพบสาหรายเพียง 1 ชนิดเทานั้น 
(Castenholz, 1969 อางถึง Copeland, 1936) นอกจากจะพบสาหรายแลวยังพบแบคทีเรียที่
สังเคราะหแสงไดเปนจํานวนมาก Castenholz (1977) ไดศึกษาน้ําพุรอน Mammoth spring ท่ี 
Yellowstone Park พบสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน Spirulina labyrinthiformis รวมอยูกับแบคทีเรีย
Chloroflexus sp. โดย Chloroflexus sp. จะขึ้นอยูในทีท่ี่มีอุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส และ    
S. labyrinthiformis  จะขึน้อยูในที่อุณหภูมิตํ่ากวา 50 องศาเซลเซียส นอกจากนีย้ังอาจพบสาหรายสี
เขียวแกมน้ําเงินชนิดอ่ืนดวย เชน Synechococcus sp. Mastigocladus  เปนตน จากการสํารวจน้ําพุ
รอนในเมืองไทย ที่บานโปง   ฮอม อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม  พบวาเมื่ออุณหภูมิตํ่า(ฤดูฝนและฤดู
หนาว) จะพบสาหรายมากกวา 65 ชนิด ในขณะที่อุณหภูมิสูง (ฤดูรอน) จะพบสาหรายเพียง 35 ชนิด
เทานัน้ (ประวทิย พิทักษวาป., 2533) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาอุณหภูมิมีผลตอชนิดของสาหราย 
             3.1.2. แสง 
                           Madigan และ Brock (1977) ไดศึกษาการสังเคราะหแสงของสาหรายสีเขียวแกม
นํ้าเงิน Synechococcus  lividus และแบคทีเรียที่สังเคราะหแสงไดคือ Chloroflexus sp. ท่ีอยูรวมกัน
ในน้าํพุรอนที่ Yellowstone Park โดยใหความเขมแสงตางกัน พบวาการสังเคราะหแสงของ S. lividus  
จะถูกยับยั้งเมื่อความเขมแสงมาก ๆ (8000 แรงเทียน) ในขณะที่  Chloroflexus sp. จะสังเคราะหแสง
ไดดีสวนคาความเขมแสงที ่ S. lividus สังเคราะหแสงไดดีที่สุดมีคาประมาณ 5600 แรงเทียน 
(Madigan and Brock., 1977) 
 
4. การเพาะเลี้ยงสาหราย 
        การเลี้ยงสาหรายน้าํพุรอนยังทาํกนัไมมากนักเพราะยังไมสามารถหาอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงที่
เหมาะสมได โดยในระยะแรกจะใชอาหารสําหรับเลี้ยงสาหรายทัว่ ๆ ไปเลี้ยงสาหรายน้าํพุรอน ตอมา 
Allen (1968) ไดคิดสูตรอาหารเลี้ยงสาหรายน้าํพุรอนซึง่จะใชเลี้ยงสาหรายเซลลเดียว เชน Anacystis 
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nidulans ไดดี (Castenholz., 1969; Allen., 1968) อาหารที่ใชเลี้ยงสาหรายนัน้มหีลายชนิดขึ้นอยูกับ
ชนิดของสาหรายทีจ่ะนํามาเลี้ยง อาหารชนิดแรกทีน่ํามาเลี้ยงสาหรายน้าํพุรอนคอื D-medium ซ่ึง
สามารถเลี้ยงสาหรายไดบางชนิดเทานัน้ และสารทีเ่ปนองคประกอบในอาหารซึง่เปนแหลงคารบอน
และไนโตรเจนนั้น เหมาะสมสําหรับการเติบโตของแบคทีเรีย E. coli  และแบคทีเรียเหลานัน้จะไป
ยับยั้งการเติบโตของสาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน (Castenholz., 1969) นอกจาก D-medium แลวยังมี
อาหารเลี้ยงสาหรายน้าํพุรอนอีกหลายชนดิเชน S-1 medium และ NT-medium ซ่ึงใชในการเลี้ยง
สาหรายสีเขียวแกมน้าํเงิน S. labyrinthiformis   โดย S-1 medium  จะเหมาะสําหรับใชแยกสาหราย
เซลลเดียวซึ่งอาศัยอยูในน้ําพุรอนที่มีคาความเปนกรด-ดางประมาณ 7 (Castenholz., 1977) 
        นอกจากอาหารดังกลาวแลว อาจใชอาหารสําหรับเลี้ยงสาหรายทั่ว ๆ ไปในการแยกสาหรายน้ําพุ
รอน  ได เชน Cg –10 medium (Castenholz., 1969) สําหรับ Synechococcus sp. จะเติบโตไดดีใน
อาหารที่มีคาความเปนกรด-ดางสูง (pH = 8.2) แตอุณหภูมิจะมีผลตอการเจริญเติบโตของ 
Synechococcus sp. มากกวาความเปนกรด-ดาง  เพราะสาหรายน้ําพุรอนชนิดนี้จะเติบโตไดไมดีที่
อุณหภูมิตํ่ากวา 50 องศาเซลเซียส (Castenholz., 1969) อยางไรก็ดีสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน S. 
lividus  จะมอัีตราการเติบโตไดดีในชวงอณุหภูมิ 40-55 องศาเซลเซียส และสามารถเติบโตไดดีในที่
อุณหภูมิสูงกวา 70  องศาเซลเซียส (Brock and Brock., 1968) 
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วัตถุประสงค 
 
       1. สํารวจหาสาหรายทีม่ีเอนไซมไนเตรตรีดักเทส ที่มีความเสถียรที่อุณหภูมิปกติหรือมีคุณสมบัติ 
thermostable 
        2. ศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของ thermostable NR ที่สกัดไดจากสาหรายทีเ่ก็บจากแหลงธาร
นํ้าอุนในภาคใต (จ.นครศรีธรรมราช และ จ. พัทลุง) 
        3. หาแนวทางและรูปแบบการเก็บรักษาเอนไซม NR ใหคงทน 
 


