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2. ����� 	�
��
� ������� �������������	� 
 
 

 ������	
��
��
����
��������������	�����	������������
���	� ��!��"#��	���
�� 
13 
�"����
�� 3.1 '������ ��!��(���#�)*����� !. �*��� + (����+
����,( -.�����/+�01�� 26 
��3��-��-�	� ��4��4����������-���� 7.5  

 
1. �����	�
��
����������� 

	�
��
� 

����� 
8���,�- 
��*��)9�	�: 
Thermometer (�((�
������) 

�/���+:
��
�� �/�� (��)#
81�8��" 
�4�D����#�� 2 "������� PG5002-S Mettler 
�4�D����#�� 3 "������� GT410 Ohaus 
�4�D����#�� 4 "������� 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 
Power Supply 
Salinity meter 

AE-8130 
HI 98203 

ATTO 
HANNA 

Slab gel electrophoresis 
Apparatus 

AE-6400 ATTO 

Spectrophotometer 8453 Hewlet Packard 
Vortex mixer K-550-GE Scientific Industries 

29 
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 ������� 

Primary antibody �"��	�j�	k����*"��	���	��� -�: ��"�"���#��
�(���/
'�l!������jm� 
(��*
/� n
'��/�
�. 2547) 

����4��
��
�� (��)#
81�8��" 
Acetic acid Lab-scan 
Acrylamide Sigma 
Ammonium dihydrogen orthophosphate BDH 
Ammonium persulphate Merck 

Ammonium sulphate Merck 
BCIP/NBT solution (5-bromo-4-chloro-3-indoly 
phosphate/nitro blue tetrazolium) 

Sigma 

Bisacrylamide (N, Nq-methylene diacrylamide) Fluka 
Boric acid Hopkins&Williams 
Bovine serum albumin Sigma 
Bromophenol blue Merck 
Calcium chloride Merck 
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 
3,3q-Diaminobenzidine Sigma 
Dithiothreitol (DTT) Sigma 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Fluka 
Folin-Ciocalteuqs-phenol reagent Merck 
Glycerol Sigma 
Hydrochloric acid Merck 



 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                        31 

����4��
��
�� (��)#
81�8��" 
Iron (II) sulphate Merck 
Glycine Fluka 
Liquid Nitrogen TIG  
Magnesium chloride Ajax Chemicals 
Magnesium sulphate Fluka 
Manganese (II) chloride Ajax Chemicals 
β-Mercaptoethanol Merck 
N-(1-naphyl) ethylenediamine dihydrochloride Sigma 
Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) Sigma 

Octyl β -D-glucopyranoside Sigma 

([Octyl phenoxy] polyethoxyethanol)  USB 
Phenylmethylsulfonylfluride (PMSF) BDH 
Potassium cyanide Riedel-de Haen 
Potassium nitrate Carlo Erba 
Potassium sodium tartrate  
Salicylic acid 

Fluka 
BDH 

Goat anti-rabbit (Secondary antibody) Sigma 
Sodium azide Sigma 
Sodium chloride Lab-scan 
Sodium dodecyl sulphate (SDS) 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,Nq,Nq-tetramethylenediamine Fluka 
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����4��
��
�� (��)#
81�8��" 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris) Sigma 
Triton X-100 Merck 
Tween-20 APS 
Zinc acetate BDH 
Zinc sulphate Hopkins&Williams 
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2. ����������	� 

  2.1  ���������� !��	"#����$�#�" 

    ������	
��
��
����3.�)���,(!��(�����������#�)*����� (��m�� (����� (��
 ����� (��(��(#� ��* ���'��
�|� 
� !.�*���  

 
   2.2   ������� !��	"#����$�#�" 

    ��,("#��	���������	
#�������	� (green algae) ��*�����	������������ 
(blue-green algae/cyanobacteria) ��*������	�����D�� } 
����	
�����j�	
��"����	"�~��"#�
������	�.��!����������� ����������	
�����*�	1�"��8�����
"�
�������
�����4�(4�(������	 
(Stevenson, 1996)   m����
#����,("#��	���������*��+ 250 �������"�  ��
����m���"�������#(
��,("#��	������� 500 �������"� j�	��,("#��	���
#��!��(������������*'������
�� ��!��(������
�����#�)*����� (��m�� (����� (�� ����� (��(��(#� ��* ���'��
�|� 
� !.�*���  (#�
.�
�0�m�������(����+
����,("#��	���
#�� �� ����� �/+�01�� �0�m4����������-���� ��*4����4,� 
(salinity)������������   
 
   2.3   ����"���$�#�"&$'�
(���$�#�")������"� 

    ���"#��	���������	(���������m�*����	�
������
��������D���1"�
�#����� BG-11 
����j-���	� (4��:(���" 23.8 �����j����: ( 2 ��#�"����"�) �mD��
�����������
4��:(��
�����"�(j"���������	 ��*���������	�(��4�D�����	�����	4�����,� 150 ��("����
� 
�/+�01�� 35 ��3��-��-�	� 0�	
"�4���������� 120  �j4�j9"��"��"������"�"������
�   
��*��+ 1 �#����: �#���"�������������	����������	� ���"#��	����#���������	�����������	
��
�����������	����	 ��'���� streak plate j�	���"#��	���������	(��������������	 loop 
������
��D��(��������,�-.�������1"����	��#��#(
��
��
�����m�*����	�������	 �#��1�
�� 2.1  
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�*
��� 2.1 ������'�������"#��	���������	(��������,� 
  ��#�!���#�����"#��	����#���������m�*����	�0�	
"��0��*
����4�������

�����*��+ 120  �j4�j9"��"��"������"�"������
� ��*�(������ 2 ��/�� -.�����/+�01��"����#� 
 ����� 25 ��* 35 ��3��-��-�	� �m�*����	�0�	
"��0��*�#�������������� 1-2 �#����: "��!�1
j4j������������	
���.��(��������,� ��*���j4j���
���	1�����	�
�� ��������D��(4
����	 -.��4�����
���!*����������	�������	������(��������,����4�#�� �mD��
��"#��	���������	(���/
'�l	����.�� ��*
���"#��	���(������������0�	
"������!/�
��3�: �mD��"��!�1�������������	�������	���D� �� 
��D�� ��������	�������	����� ���"#��	����#���������m�*����	�
���������� j�	
�� loop 
��
������D������	������	
������j4j������	���
�������1"����� ��*��+ 5 �������"� 
�����

�������� 35 �������"� ������� �����	�(��4�D�����	�����	4�����,� 150 ��("����
� �/+�01�� 
35 ��3��-��-�	� 0�	
"�4���������� 120  �j4�j9"��"��"������"�"������
�   ��*���	�
����
������*��+ 45 ��3��-��-�	� �mD��
��j4j������������	��*!�	 �
#������� 
�m�*����	� ����*��+ 1 �#����: �����!*�����	����������	���#�!���#���m��������+����� �mD��
�m���!������-��:������	��*��� �
��
����
����"�� � 
����!���������������	
����#��D� 
Cyanoprokaryota ��� Komarak  

 
   2.4   ����������$�,��!�!���,�,!�!�&��-.�/��!��	"#�������� /���$�#� 
    ������ ��$�#�" 
            2.4.1 �������$�
����
,��!�!  

     ���"#��	�������!�������"��� } �����"� 100  �j4���"� ��
���4��*�:�����+ ��"�"���	��'���*	/�":��� Cataldo ��*4+* (1975) j�	 ��"�"
����� 1 
�������"� !*
���������	��#( 5% salicylic acid 
� conc H2SO4  0.4 �������"� 8��
�������#�"#��
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��� ��
���/+�01��������� 20 ��
� ��#�!���#����#(
�������������	 4 ���:��� NaOH �����"� 5 
�������"� 8��
�������#� "#�� ��
���/+�01������!�����*��	�	,��� !* ������*��	�����D��
��
�����~�#�4������1���D����
��  410 ��j���"� ��*
�� KNO3 �"��	�����*��	 ��"�"
��"���� 
  
    2.4.2 �������$�
����
,�,!�!� 

           ���"#��	�������!�������"��� } �����"� 500  �j4���"� ���"�� 1% 
(w/v) sulfanilamide 
� HCl 4���������� 1.5 j����: �����"� 250  �j4���"� 
��
��������j�	
����"�� 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) ethylenediamine dihydrochloride ��	��
�������#� ��� �� 
20 ��
�  � "�":!*
���������	��#(����#������ ����������*��	����m1 -.�������~�#�4�����
�1���D���� ��
�� 540 ��j���"� ��*
�� NaNO2 �"��	�����*��	 � "�":��"���� 
 

2.5   ���$���/�����	�,1��,��!�!��������&���$�#�"����"�,�'�   
   in vivo 

    ���"#��	���������	
���"�(j"
�����������",�
����3.�)���!������� -�:
 ��"�"���#��
��(( in vivo -.��
����'��#�����!����'���� Harley (1993) ���"#��	���������	��
��/������	�
�� 3,000xg ��� 10 ��
� �
���������
��� ����������	���	������#�����3!����D�� ��*
��/������	�
��4�����,���(�
������ ��� 10 ��
� 
�������
��������*�*��	�-��:
�������#�����3!��
��D�����4�#��8��
��������D�����	��#� �(��"#��	���������	�����"� 500  �j4���"� ��
�����

�������� 25 �������"� 8��(#9�9��: Tris-HCl 4���������� 100 �����j����: pH 7.5 
���� 
KNO3 30 �����j����:��* propanol  5% (w/v) �����"� 1.0 �������"� �	/��������	�
������"��� } 
4D� 10, 20 ��* 30 ��
� ���	����"�� 0.1 j����: zinc acetate 500  �j4���"� "��
�������D��
��� 10 ��
� 
��� ��
���	,�
���/+�01������ �#���!������� -�: ��"�"���#��
� j�	�#������+ �
 "�":
�������.��j�	����"�� 1% (w/v) sulfanilamide 
� HCl 4���������� 1.5 j����: 500 
 �j4���"� ��*
��
��������j�	����"�� 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) ethylenediamine 
dihydrochloride 500  �j4���"� ��	��
�������#� ���
��� �� 20 ��
� ��� ���/������	����	4�����,� 
3,000xg ��� 10 ��
� �������*��	����
� ��#�4������1���D����
��4���	��4�D�� 540 ��j�
��"� ��*
�� KNO2 ��������*��	 � "�":��"���� ����"*���������������+j��"�� j�	
�#�������'���� Lowry ��*4+* (1951) j�	�"�� 5% deoxycholate 0.4 �������"� 
��� ��  1 4D� 
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!���#���"������*��	 2% Na2CO3 
� NaOH 4���������� 0.1 ���:��� �����"� 3 �������"� 
��*����*��	4������:
��:�
�" (1% CuSO4 ��* 2% Na/K tartrate 
��#"������ 1:1) 
�����"� 0.1 �������"� "#��
��� ��
���/+�01��������� 10 ��
� �"������*��	 Folin Ciocalteuqs 
phenol reagent 
�������#�� (1:1) �����"� 0.3 �������"� "#��
��� �� 30 ��
� ��� ��#�4������1���D�
���
��4���	��4�D�� 600 ��j���"� j�	
�� bovine serum albumin (BSA) ����j��"����"���� 
 

2.6   ���$���/�����	�,1��,��!�!��������&���$�#�"����"�,�'�   
 in vitro 

  2.6.1 ����!��"��������$"� �	�,1��,��!�!�������� 

   ���"#��	���������	����/������	����	4�����,� 3,000Xg ��� 10 
��
� ���"*���������	���*��	���	������#�����3!����D�� ��*��� ���/������	����	4�����,�
�
��������� 2 4�#�� �mD�����������
���m�*����	�������	���!���-��:������	 ��#�!���#�� ���
"*���������	
�� ����(�
�j�������	 �j"��!����� !��-��:������	�"��*���	� �"��(#9�9��:
��#�
���� MOPS 50 �����j����:, pH 7.5, EDTA ������� 1 �����j����: PMSF 1 �����j����: ��* 
DTT 0.5 �����j����: (�8��
�������#� ��#�!���#���������/������	����	4�����,� 3,000xg ��� 
20 ��
� ��,(����"*���������	������*��	
�(#9�9��:��#����4�#�� �����������#��	�( ������
��#��	�(��� -�: ��"�"���#��
�������!�����(( in vitro ���	��'��#�������� Nakamura 
��* Ikawa (1993) 
 
     2.6.2 ���$���/�����	�,1��,��!�!���������   in vitro �'�" 
     ��������
��3	� Nakamura ��� Ikawa (1993) 

  ����!������� -�: ��"�"���#��
�j�	8�����"��� } �#���� 
0.1  j����:     KNO3   �����"�  100    �j4���"� 
0.1 j����:    Tris-HCI (pH 7)  �����"�  100    �j4���"� 
1     �����j����:   NADH    �����"�    50  �j4���"� 

    ������#��    �����"�    50  �j4���"� 
   ��#�!���#���"�������#���� -�: ��"�"���#��
� �����"� 200 
 �j4���"� ��	��
�������#�
��� ��
���/+�01������ ��#�!���#���	/���!������� -�: ��"�"���#��
�
��
����"��� } ���	����"�� 1% (w/v) sulfanilamide 
� HCl 4���������� 1.5 j����: �����"� 250 



 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                        37 

 �j4���"� 
��
��������j�	����"�� 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) ethylenediamine 
dihydrochloride �����"� 250  �j4���"� ��� ��
���/+�01��������� 20 ��
� !���#����� ���/�
�����	����	4�����,� 4,000xg ��� 10 ��
� �������
� ��#�4������1���D����
��4���	��4�D�� 
540 ��j���"� ���4��
�� �� ��
�	(�#(���9��"������� KNO2  �mD�����#"������m����.����� �
 "�":"������  

 
 2.6.3 ���$�
����
?
�!��!������
��"��!�3	� Lowry ����
� 
  (1951) 

  ��������#��	�(���������+j��"�� j�	�#�������'���� Lowry 
��*4+* (1951) j�	�*��	j��"��!�������#��	�(���	 5% deoxycholate 0.4 �������"� 
!���#���"������*��	 2% Na2CO3 
� NaOH 4���������� 0.1 ���:��� �����"� 3 �������"� 
��*����*��	4������:
��:�
�" (1% CuSO4 ��* 2% Na/K tartrate 
��#"������ 1:1) 
�����"� 0.1 �������"� "#��
��� ��
���/+�01��������� 10 ��
� �"������*��	 Folin Ciocalteuqs 
phenol reagent 
�������#�� (1:1) �����"� 0.3 �������"� "#��
��� �� 30 ��
� ��� ��#�4������1���D�
���
��4���	��4�D�� 600 ��j���"� j�	
�� bovine serum albumin (BSA) ����j��"����"���� 
 

2.7 ����D�����-"��������������!� ?!3	���$�#�" 

   ���������	����/������	����	4�����,� 3,000xg ��� 10 ��
� ��#�!��
�#���*��	"*����-��:������	 �mD�������-��:������	���	������#�����3!����D����*��� ���/�
�����	����	4�����,� 3,000xg ��� 10 ��
� �����-��:������	 2-3 4�#�� �mD������������������
��
��� ��,("*����-��:������	��*�*��	"*����-��:������	���	������m�*����	�������	�1"�
"��� } 
��
��
���� ��#�!���#���#�����"�(j"���������	���	�4�D�������j"�j9j"���"��: j�	
�*��	"*����-��:������	
�������m�*����	�
������4��!���4�D�������j"�j9j"���"��:
��4��
�1���D�����
���#( 560 ��j���"� �
���#( 0.06 �#�����"�(j"���������	
/��#�j�	�
�	(�#(
�����
�� ����������	 
 
    2.8   ����������$�����!� ?!3	���$�#�" 

  2.8.1 FG�H������3'�3'�,��!�!�����$�#�" S. minervae  ������ 
  �!� ?!,�'�������� 
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          ��D���!��������	 S. minervae ����!������� -�: ��"�"���#��
���
���/�
!.����������	�#��������
����"�� � j�	�����!�������4���������� ��"�"
������*��
����
�"�(j"���������	  ���������	 S. minervae ���m�*����	�
�������1"��#����� BG-11 
����
j-���	� (4��:(���"  23 �����j����: ��*4����������j-���	� ��"�""��� } �#� j�	�(�����

����������� 2 �/�  

 �/�
�� 1 
��4����������j-���	� ��"�"�1������1"������ BG-11 ��"� 17 �����j�
���:(1.5 ��#�"����"�), 35 �����j����: (3.0 ��#�"����"�) ��* 53 �����j����: (4.5 ��#�"����"�) 

 �/�
�� 2 
��4����������j-���	� ��"�""��������1"������ BG-11 ��"�  ����� 0 
�����j����:, 5.9 �����j����: (0.5 ��#�"����"�), 11.7 �����j����: (1 ��#�"����"�) ��* 17 �����j�
���: (1.5 ��#�"����"�) 

  ���������	
���m�*����	� ����(��4�D�����	��
��4�����,���( 150 ��("��
��
� �/+�01�� 35 ��3��-��-�	�  �#�����"�(j"���������	
/� } �#� "����� 2.7 
 
    2.8.2  FG�H�����
���"��
����/�����	�,1��,��!�!�������� 
     �'�"���� in vitro 

   !�����3.�)��mD��������
��������	�����~8��"��� -�: ��"�"���#�
�
�
�������1"���"� (j-���	� ��"�" 17 �����j����:) m(���"���
/�����
�����"�(j"���
������	 ��m(��!������� -�:��	 !.���4������������� ��"�"
���������D��m�	� 500  �j4�
j����: �#�����"�(j"���������	
/� } �#� "����� 2.7 3.�)�����1�-#( ��"�"j�	�#�4���
���������� ��"�"
�������m�*����	�"����� 2.4.1 �������	 � "�":j�	�#�4���������� �
 "�":
�������	�����
�������m�*����	�"����� 2.4.2 ��#�!���#�����������	��3.�)���!����
��� -�: ��"�"���#��
�
�������	 j�	�"��	����������#��	�( ���������!������� -�: �
�"�"���#��
��(( in vitro 
/��#� ��*�������+j��"��"����'���*	/�":��� Lowry ��*4+* 
(1951) "����� 2.6.1, 2.6.2 ��* 2.6.3 "������#( 
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  2.8.3 FG�H�����!� ?!3	���$�#�"���3�"�����-.����� S. minervae  
   &�	�$������������3'�3'�,��!�!�'	" I !�-��!# 0.25, 0.5  
   ��� 1 �����?����� 

   ��D���!������#��4��*�:��� -�:
�������	!*m(
����������"�����
����m�*����	���*
�����
�� ��"�"
���������������� !.�
�����
�����mD�����1"�
�����
��������	�"�(j" �����
���/� ��*����
�� ��"�"
���������D����	 j�	���"#��	���
������	�����	������������ S. minervae ���m�*����	�
������
����4���������� ��"�" 
0.25, 0.5 ��* 1 �����j����:  "������#( ��	��
�������#� ��� ��#�����"�(j"���������	
"����� 2.7 

 
2.9   FG�H�L�3	�	�
$M*��!#	����!� ?! ����*�1� ,��!�!��� 

  ���L��!,�,!�!�&�	�$���D�����-"���$�#�"���3�"�����-.����� 
  S. minervae  

  ���������	 S. minervae 
�9����:
��������#������1"� BG-11 -.����
j-���	� (4��:(���" 23 �����j����: ��*4����������j-���	� ��"�" 1 �����j����: ��#�!���#��
���������	 ��m�*����	�
���/+�01��"��� } �#��#���� 25, 35, 40 ��* 45 ��3��-��-�	� 0�	
"�4���
������� 120  �j4�j9"��"��"������"�"������
� j�	
���4�D���4�(4/��/+�01����������"#�
4�(4/��/+�01��
�����m�*����	�������	
��4�
�� 3.�)�����"�(j"���������	"����� 2.7 

  ���4��*�:����1�-#( ��"�"��*���8��" � "�":���������	�����	��������
���� S. minervae 
���/+�01��"��� } �#�����"�� j�	��,(����"#��	���
���m�*����	�������	 "��
�����
��D����� 5 ��
� ��#�!����/������	����	4�����,� 3000xg ��� 10 ��
� �������"#��	�����
���4��*�:�����+ ��"�"��* � "�": "����� 2.4.1 ��* 2.4.2 
 

  2.10  FG�H������3'���������L�!#	����!� ?!3	���$�#�"���3�"�����-.�- 
    ���� S. minervae  

   ���������	 S. minervae ���m�*����	�
�������1"��#����� BG-11 
����
j-���	� (4��:(���" 23 �����j����: ��*j-���	� ��"�" 1 �����j����: 0�	
"��/+�01�� 35 ��3�
�-��-�	� ��*
��4����������"��� } �#���� 120, 137, 152 ��* 452  �j4�j9"��"��"������"�
"������
� ��*�#�����"�(j"���������	"����� 2.7 
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  2.11  FG�H�����*�1� ,��!�!&�����D�����-"���$�#�"�  �3"#����,�# 
   �3"#� 

 �m�*����	�������	 S. minervae 
�������#������1"� BG-11 
����4���
�������j-���	� (4��:(���" 23 �����j����: ��*j-���	� ��"�" 1 �����j����: ��	��
�������#� 
��*��#(4������1���D����
�� 560 ��j���"� "�������"��
����4����*��+ 0.06 ��#�!���#���(��
������	������� 2 ��/�� 
 ��/��
�� 1. �m�*����	�������	(��4�D�����	��
��4�����,���( 150 ��("����
� 
 ��/��
�� 2. �m�*����	�������	j�	���������	 ���k	 }  

#�� 2 ��/�� �m�*����	�0�	
"��0��*�/+�01�� 35 ��3��-��-�	� 
��4���������� 120  �j4�j9"��
"��"������"�"������
� ��#�!����	�����
��������	�����#(�������,("#��	�������������"� 5 
�������"� �����"��
�������D����*�������/������	����	4�����,� 3,000xg ��� 10 ��
� ���
����*��	�����4��*�:�����+ ��"�"��* � "�": "����� 2.4.1 ��* 2.4.2 
 

  2.12  FG�H���/�����	�,1��,��!�!��������&���$�#�"&��	 ��� 

  �m�*���� 	�������	
�������#������1"�  BG-11 
���� j- ���	� (
4��:(���" 0.1 j����: ��* ��"�" 1 �����j����: �����"� 1500 �������"�  ��� 14 �#� �#���"
������	����������	��� ���������	�#��������
�����
����j�	�(�����
����������� 2 ��/�� 

��/��
�� 1 
����������"������� ��,("#��	���
/�  2 �#��j�� ���������!������� -�: �
�"�"���#��
��(( in vitro 

��/��
�� 2 ��,(������	 ��
�
���D�"������� ��,("#��	���
/�  2 �#��j�� ���������!����
��� -�: ��"�"���#��
��(( in vitro 

  ���������	���"��	����������#��	�("����� 2.6.1 ��#�!���#��������
��#��	�(������!������� -�: ��"�"���#��
��(( in vitro ���	��'��#�������� Nakamura 
��* Ikawa  (1993) �������	��#��#(��� 2.6.2 ����	(�
�	(��!������� -�: ��"�"���#��
����
#�� 
2 ��/��
���(�#� 
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  2.13  FG�H���
�� �!�3	��	�,1��,��!�!��������&��������$"�  
 2.13.1 FG�H�	�
$M*������$�����!#	����.���/����3	��	�,1�� 
   ,��!�!��������&��������$"�  

 ���������	
���m�*����	�
�������#������1"� BG-11 
����
j-���	� (4��:(���"������� 23 �����j����: ��*j-���	� ��"�" 1 �����j����: �����"� 1,500 
�������"� ��� 14 �#� ���"��	����������#��	�("����'� 2.6.1  ��#�!���#����������#��	�(
��� -�:������!������� -�: ��"�"���#��
��(( in vitro ���	��'��#�������� Nakamura ��* 
Ikawa (1993) �������	��#��#(��� 2.6.2 
���/+�01��"��� } �#� "#���"� 30 - 55 ��3��-��-�	� ���	
�4�D���4�(4/��/+�01��  

 2.13.2  FG�H������
(����-�#������$�����!#	����.����3	� 
  �	�,1��,��!�!��������&��������$"�  

  ��������#��	�(������!������� -�: ��"�"���#��
��(( in 
vitro ���	��'��#�������� Nakamura ��* Ikawa (1993) �������	��#(��� 2.6.2 j�	
���4�D���
4�(4/��/+�01���������/+�01�� ��
�� 45 ��3��-��-�	� ��*
�� pH "��� } "#���"� 3 - 11 j�	
��
(#9�9��:"��� } �#���� 

          
����� pH 3-6 
�� 0.1 j����: acetate buffer 
         
����� pH 7-9 
��  0.1 j����: Tris buffer  

��*
�� pH 10 ��* 11 
�� 0.1 j����: carbonate buffer  
 

2.13.3 FG�H�L�3	� NADH, NADPH ��� Methyl viologen !#	 
   �	�,1��,��!�!�������� 

 ��������#��	�(��� -�:��3.�)����
������,�"������ NADH, 
NADPH ��* Methyl viologen j�	��������#��	�(������!������� -�:���	��'��#�������� 
Nakamura ��* Ikawa (1993) -.������8��������"��� } �#���� 
 NaNO3    0.1 �����j����:   �����"� 100  �j4���"� 
 Tris-HCL pH 9.0   0.1 j����:  �����"� 100  �j4���"� 
   NADPH ��* NADH  1  �����j����:    �����"�  100  �j4���"� 
 �����#��	�(��� -�: ��"�"���#��
�  �����"� 200  �j4���"� 
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  �������
�� Methyl viologen ����"#�
������,�"���"����'���� 
Stewart (2001) -.����*��(���	����8��"��� } �#���� ���8��
������*��(���	 Na2S2O4 4 
�������#�"����"�, NaHCO3 4 �������#�"����"� ��*NaNO3 0.1 j����: 
 ���8��      �����"� 100  �j4���"� 
 Tris-HCL pH 9.0   0.1 j����:  �����"� 100  �j4���"� 
 Methyl viologen     1  �����j����:  �����"� 100  �j4���"� 
 �����#��	�(��� -�: �"�"���#��
�   �����"� 100  �j4���"� 

 ��#�!���#���	/���!������� -�: ��"�"���#��
�
������"��� } ���	���
�"�� 1% (w/v) sulfanilamide 
� HCl 4���������� 1.5 j����: �����"� 250  �j4���"� 
��
������
��j�	����"�� 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) ethylenediamine dihydrochloride �����"� 250 
 �j4���"� ���
��� ��
���/+�01��������� 20 ��
� !���#����� ���/������	����	4�����,� 4,000xg 
��� 10 ��
� �������
� ��#�4������1���D����
��4���	��4�D�� 540 ��j���"� ���4��
�� �� �
�
�	(�#(���9��"������� KNO2   
 
   2.13.4  FG�H�!��&$'	�����!�	� 	\�� I  

    ��������#��	�(��� -�: ��"�"���#��
�������!������� -�:
j�	�"��"#�
������,�"���
�����!*���� � �� -.�� ����� bromophenol blue, succinic acid 
(disodium salt) ��* Methyl viologen �"��	����"��� } 
����4�����������#���� bromophenol 
blue 0.1����:�-,�": (w/v), succinic acid 25 �����j����: ��* Methyl viologen 25 �����j����: 
��#(4��4����������-���� �
���#( 7 ���������!������� -�:
���/+�01�� 45 ��3��-��-�	����	��'�
�#�������� Nakamura ��* Ikawa (1993) 
�����8��������"��� } �#���� 
 NaNO3    0.1 j����:   �����"� 100  �j4���"� 
 Tris-HCL pH 9.0   0.1 j����:  �����"� 100  �j4���"� 
   ���
������,�"����D�� }  25  �����j����:   �����"�  100 �j4���"� 
 �����#��	�(��� -�: ��"�"���#��
�  �����"� 200  �j4���"� 
 

   2.13.5  FG�H����"� "�-���/�����	�,1��,��!�!��������  

    ���"#��	��������#��	�(������	 S. minrvae ��
���(���
	#(	#����!���� ��"�"���#��
� -.�� ����� NaN3, NaSCN, As2O3 ��* K3Fe[CN]6 j�	�"��	����
#�� 
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4 ����
�4���������� 2.5 �����j����:  -.��
��������!���������� -�:!*
�������+���"��� } 
�#���� 
 

 �/�4�(4/� 
 NaNO3    0.1 j����:   �����"� 100  �j4���"� 
 Tris-HCl pH 9.0   0.1 j����:  �����"� 100  �j4���"�  
��* ������#��      �����"� 100  �j4���"� 
 �����#��	�(��� -�: ��"�"���#��
�  �����"� 200  �j4���"� 
 
 �/�
���� 
 NaNO3    0.1 �����j����:    �����"� 100  �j4���"� 
 Tris-HCl pH 9.0   0.1 j����:  �����"� 100  �j4���"� 
��* ���	#(	#��   2.5 �����j����:  �����"� 100  �j4���"� 
�����#��	�(��� -�: ��"�"���#��
�   �����"� 200  �j4���"� 
8��
�������#��������������!������� -�:
���/+�01�� 45 ��3��-��-�	� 4��4����������-����
�
���#( 9.0 ���	��'��#�������� Nakamura ��* Ikawa (1993) "����� 2.6.2 

 
2.13.6 FG�H��#� Km ��� Vmax 3	��	�,1��,��!�!��������&����

����$"�  
   !��8����
���������������
��
��
��(������ -�: ��"�"���#�

�
�
������#��	�(
�� ��!��������	�����	������������ S. minervae  ��!������"���
�� NADH 
��D� NADPH 
����
���������	� ��D���!����!������� -�:���� ���#"���
���#� �����!*�"�� NADH 
��D� NADPH ��D� ���"�� �#��#��
����
�������!.� ���"�� NADH ��D� NADPH ��������#��	�(
��� -�: ��"�"���#��
���3.�)�8����4�������������j-���	� ��"�""���#"����,�
����
��
�������	������� -�: ��"�"���#��
�
������#��	�( j�	
�� ��"�"������� 0, 1.52 x 10-3, 6.09 
x 10-3, 2.43 x 10-2 M, 9.75 x 10-2 , 3.9 x 10-1, 7.8 x 10-1, 1.56 ��* 3.12 �����j����:   ��
��!���������� -�: ��"�"���#��
�
���/+�01�� 45 ��3��-��-�	� 4��4����������-�����
���#( 
9.0 ���	��'��#�������� Nakamura ��* Ikawa (1993) "����� 2.6.2   
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  2.14  FG�H�������� ���H��	�,1��,��!�!��������&��������$"�  
 2.14.1 FG�H������� ���H��	�,1��?�"����!�� glycerol 

�.  �"�� glycerol 
#�
���#�!�������#���� -�: 
�"��	������#��	�(��� -�: ��"�"���#��
�!��������	
���m�*����	�
�

�������� 7 �#� "����� 2.6.1 ��������#��	�(���(������ 3 �����
�� } �#�  ��#�!���#���"��
glycerol 
����4�����������
���#(  0, 20 ��* 40 ����:�-,�": 8��
�������#� (�������#��	�( ��
��
�/+�01�� 30 ��3��-��-�	� ����!������� -�: ��"�"���#��
�"����� 2.6.2 
/��#�  
 �. �"�� glycerol ��#�!��(�������#��	�( ��
���/+�01�� 30 ��3��-��-�	� 
��� 24 �#��j�� 

��������#��	�(��(��
���/+�01�� 30 ��3��-��-�	� ��� 24 �#��j�� 
��#�!���#���"�� glycerol 
����4���������� 0, 3, 10 ��* 15 ����:�-,�":  ��� �(��
���/+�01�� 30 
��3��-��-�	��������� ��*����!������� -�: ��"�"���#��
�"����� 2.6.2 
 

 2.14.2  FG�H������� ���H��	�,1��?�"��� ,�'���	�
$M*�� 4, 0, -20  
  ��� -80 	�F��1��1�"� 

  �(�������#��	�(��� -�:������� 4 ���� ��,( ��
�����
m���"�������* 1.5 �������"� ��,(�����#��	�( ��
���/+�01��"��� }  �����  4, 0, -20 ��* -80 
��3��-��-�	� ��#�!���#�����������!������� -�: ��"�"���#��
�"����'��#�������� 
Nakamura ��* Ikawa (1993) "����� 2.6.2 
/��#� 

 
   2.15  FG�H���������"�3	��	�,1��,��!�!�����������	�
$M*�� 0, 4, 30,  
    40, 50, 60 ��� 70 	�F��1��1�"� 

  ��������#��	�(���(��
�����m���"������ 1.5 �������"� �����* 1 
�������"� ���"#��	��������#��	�(��(��
���/+�01�� 0 ��3��-��-�	� 
�������,�
�� 4 ��3�
�-��-�	� 
�"1�4�(4/��/+�01�� 
�� 30, 40, 50, 60 ��* 70 ��3��-��-�	� 
���������4�(4/�
�/+�01��  (������������� 30, 60 ��* 90 ��
� ��#�!���#����������#��	�(�#��������"#��m#�
��
�/+�01��������� 10 -15 ��
� �������!������� -�: ��"�"���#��
�
���/+�01�� 45 ��3�
�-��-�	� 4��4����������-�����
���#( 9.0 ���	��'��#�������� Nakamura ��* Ikawa (1993) 
"����� 2.6.2 
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   2.16  FG�H�L�3	�����	���/�!�!#	����.����3	��	�#,1��,��!�!�����- 
    ��� 

  ��������#��	�(��� -�: ��"�"���#��
����(������ 6 ��/�� ��*��/�
�����	����	4�����,� 3,000xg ��� 20 ��
� ��#�!���#�����"*�����������#��	�(���"��
(#9�9��:
���� MOPS 50 �����j����:, pH 7.5, EDTA ������� 1 �����j����: PMSF 1 �����j����: 
��* DTT 0.5 �����j����:��* ���
��:�!�": "��� }  ����� Triton X-100, Deoxycholate, Tween-
20, 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane sulfonate (CHAPS) ��* 
Sodium dodecyl sulphate 
��4���������� 0, 1, 2, 3, 4 ��* 5 ����:�-,�":  ��� ���	����� 1 
�#��j�� ��#�!���#�����"#��	��������#��	�(�#����������/������	����	4�����,� 3,000Xg ��� 
10 ��
� ��,(����"*������"��(#9�9��:���� �mD���*��	"*���������� ���/������	����	
4�����,� 3,000xg �������� ��� 10 ��
�
��������� 2 � 4 4�#�� �mD���������
��:�!�":�������!*
���������!������� -�: ��"�"���#��
����	��'��#�������� Nakamura ��* Ikawa (1993) 
"����� 2.6.2 
 

2.17  FG�H����/� �� �	�!� 	��!#	�	�,1��,��!�!�������� �'�"���� 
   ELISA �  ����
�� 

   3.�)�4���!���m�*������"�(���"����� -�: ��"�"���#��
� 
������#�
�	�(���	��'� ELISA �((�#�����"����'���� Towbin ��*4+*(1979)  j�	��������#��	�(
������	 S. minervae  300  �j4���"� 
��
����� Eppendorf ���� 1.5 �������"�  !����� 4 
����  ��� ���/������	����	4�����,� 8,000 ��("����
� ��� 2 ��
� ��#�!���#���*��	"*���
��*(�������#��	�(��� -�:���	 TBS (25 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, pH 7.5) 
���� 2.5% 
nonfat-milk  
���/+�01��������� 4 �#��j�� ��D�
�� 4 ��3��-��-�	� ����4D� ��� ���/������	����	
4�����,��
������  ��� 2 ��
� ����"*������	 TBS 4�#���* 10 ��
� 3  4�#�� j�	�����/������	�
���	4�����,��
������ ��� 2 ��
� !���#���������
�� 2 ��* 4 ��(�����	 300  �j4���"� 
���"�(���"�� ��"�"���#��
� (primary antibody)   
��#"���������"�(���"�� ��"�"���#��
� 
200  �j4���"�"�� 10 �������"� TTBS (25 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 0.05% tween 20, pH 
7.5) 
���� 1% nonfat-milk  ��������
�� 1 ��* 3 (�����	 300  �j4���"� TTBS
���� 1% nonfat-
milk (��
#�� 4 ���� ��� 2 �#��j��  ���
#�� 4 �������������	 TTBS 3-4 4�#�� 4�#���* 10 ��
� 
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��#�!���#���������
�� 3 ��* 4 ��(�����	 300  �j4���"�������"�(���"�� IgG �����*"��	
��
	.�"���#( alkaline phosphatase (secondary  antibody) 
��#"���������"�(��� IgG ���
��*"��	 100  �j4���"� "�� 10 �������"� TTBS 
���� 1% nonfat-milk ��������
�� 1 ��* 2 (��
���	 300 �j4���"� TTBS 
���� nonfat-milk (��
#�� 4 ������� 2 �#��j�� ���
#�� 4 ����������
���	 TTBS 3-4 4�#�� 4�#���* 10 ��
� ���4�#�� ��*�������	 TBS 2 4�#�� 4�#���* 10 ��
� 	������	 
substrate ��� alkaline phosphatase �#��8�0�m�1�
�� 2.2 �#���"������������ substrate 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
�*
��� 2.2 �8�0�m���(�������#��	�(
��(�����	���"�(���"�� ��"�"���#��
� ��*���"�(��� 
               "�� IgG �����*"��	
��	.�"���#( alkaline phosphatase 
 

2.18 FG�H��������*
3	��	�,1��,��!�!��������3	��������$"�  
   $���/��&)' Triton X-100 ��� SDS 

 ��������#��	�(��� -�: ��"�"���#��
���3.�)���!������� -�:��D��
�m�������:�-,�": Triton X-100  ���� 0, 5, 10, 15, 20 ��*  25 ����:�-,�": ��� ���	����� 1 �#��j�� 
��#�!���#�����"#��	��������#��	�(�#����������/������	����	4�����,� 3,000Xg ��� 10 ��
� 
��,(����"*������"��(#9�9��:
���� MOPS 50 �����j����:, pH 7.5, EDTA ������� 1 �����j����: 
PMSF 1 �����j����: ��* DTT 0.5 �����j����: �*��	"*���������� ���/������	����	4�����,� 
3,000xg �������� ��� 10 ��
�
��������� 2 � 4 4�#�� �mD���������
��:�!�":�������!*�������

1 2 3 4 
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1
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��!������� -�: ��"�"���#��
����	��'��#�������� Nakamura ��* Ikawa (1993) ��#�!���#��

�������#��	�(
��8��� Triton X-100 25 ����:�-,�": 
����3.�)���� -�:  ��"�"���#��
�(��	D��
�/���-��:  ���� SDS 
��4����������"#���"� 1 � 5 ����:�-,�": SDS ��������#��	�(����/������	�
���	4�����,� 3,000xg ��� 20 ��
� �������"*������*��	���	 TBS (25 mM Tris-HCl, 0.5 
M NaCl, pH 7.5) �����"� 1 �������"� ��*��� ���/������	��mD������"*��� 3-4 4�#�� (������
"*������	 TBS (25 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, pH 7.5) 
���� 2.5% non-fat milk  
��
�/+�01��������� 4 �#��j�� ��D�
�� 4 ��3��-��-�	� ����4D� ��� ���/������	����	4�����,��
������  
��� 2 ��
� ����"*������	 TBS 4�#���* 10 ��
� 3  4�#�� j�	�����/������	����	4�����,��
��
���� ��� 2 ��
� !���#�������(�����	 300  �j4���"� ���"�(���"�� ��"�"���#��
�(primary 
antibody)   
��#"���������"�(���"�� ��"�"���#��
� 200  �j4���"�"�� 10 �������"� TTBS (25 
mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 0.05% tween 20, pH 7.5) 
���� 1% non-fat milk  ��� 2 �#��j��  
����"*������	 TTBS 3-4 4�#�� 4�#���* 10 ��
� ��#�!���#�����"*�����(�����	 300  �j4���"�
������"�(���"�� IgG �����*"��	
��	.�"���#( alkaline phosphatase (secondary  antibody) 
�������	��#��#(�1�
�� 2 
����
����
�� 3.16 
��#"���������"�(��� IgG �����*"��	 100 
 �j4���"� "�� 10 �������"� TTBS 
���� 1% non-fat milk ��� 2 �#��j�� ����"*������	 TTBS 3-4 
4�#�� 4�#���* 10 ��
� ���4�#�� ��*�������	TBS 2 4�#�� 4�#���* 10 ��
� 	������	 substrate ��� 
alkaline phosphatase �#���"������������ substrate 
 


