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1. ������
������������
�
���� ANOVA 

1.1 ��� ���!"��#�$""�$
�%��&""'�������%�
(��
)*�  

������+, 1  ���������	�
�	�
�������� (���������������������������������� ���!������ � 560 
�����!	�) �!� 
�&�'���(��)���	�
���� BG-11 �� !��.����!/
���0

��	 2 g/l )�
�5��'�� !���� 120 µphoton m-2 s-1  �=>����� 12 ?� ��!�	�
��� ��'
@A�5�!� 35 °C ��(�
�� !���������D����0��'���D����0/�E�F� G 

 
�5��'����&�'���(��������� 

�'�'��������&�'���(�� 
����� /!������ 

0 0.297±0.024a 0.297±0.020a 
1 0.370±0.004a 0.416±0.008a 

2 0.708±0.029a 0.723±0.048b 

3 0.831±0.071a 1.028±0.032b 

4 1.370±0.232a 1.794±0.032b 

5 1.751±0.092a 2.138±0.048b 

6 2.313±0.100a 2.400±0.165a 

7 2.466±0.065a 2.600±0.145b 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�� ����E
!�� 3 .(O� 
	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 



 

 

������+, 2 ���!��E!�E��
�/��	�	)�
������ ���� �!� 
�&�'���(��)���	�
���� BG-11 �� !�
�.����!/
���0

��	 2 g/l  )��5��'�� !���� 120 µphoton m-2 s-1 �=>����� 12 
?� ��!�	�
��� ��'
@A�5�!� 35 °C ��(��� !���������D����0��'���D����0/�E�F� G 

 
�5��'����&�'���(��������� 

�'�'��������&�'���(�� 
����� /!������ 

0 18.895±0.711a 18.895±0.711a 
1 16.942±0.116a 16.328±0.261a 

2 16.540±1.072a 16.010±0.810b 

3 16.548±0.143a 16.378±1.489a 

4 14.212±0.680a 16.080±0.741a 

5 11.266±1.956a 12.042±0.395a 

6 11.364±1.398a 11.396±0.460a 

7 7.897±2.500a 7.582±1.050a 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�� ����E
!�� 3 .(O� 
	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

������+, 3  ���!��E!�E��
�/�/	�	0)�
������ �&� !�U(� �!� 
�&�'���(��)���	�
���� BG-11 �� !�
�.����!/
���0

��	 2 g/l  )��5��'�� !���� 120 µphoton m-2 s-1 �=>����� 12 
?� ��!�	�
��� ��'
@A�5�!� 35 °C ��(��� !���������D����0��'���D����0/�E�F� G 

 
�5��'����&�'���(��������� 

�'�'��������&�'���(�� 
����� /!������ 

0 0 0 
1 0.007±0.0012a 0.0068±0.0020a 

2 0.009±0.0004a 0.009±0.0004a 

3 0.014±0.0009a 0.014±0.0017a 

4 0.014±0.0019a 0.018±0.0020b 

5 0.013±0.0024a 0.016±0.0020b 

6 0.016±0.0001a 0.028±0.0018b 

7 0.028±0.0030a 0.028±0.0050a 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�� ����E
!�� 3 .(O� 
	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 

 
 

 
 
 



 

 

1.2 ��� ��/��"�����+,��0���0�&""'�������%�
(��
)*� 

1.2.1 ���0�!�0!��!"�*$��+�0��"1���2�"�����+,��0���0 

������+, 4   
�	�����������	�
�	�
�������� (���������������������������������� ���!������ � 560 �����!	�) �!� 
�&�'���(��)���	�
���� BG-11 �� !�
�.����!/
���0

��	 2 g/l  ��'���!��E!�E��
��.����!��
/��0	��������
 0, 6.25 ��' 12.5 g/l  

 

���!��E!�E��
��.����!��
/��0 ([NaCl]) (g/l)  
����� �&�'���(�� 0 6.25 12.5 

0 0.209±0.007a 0.204±0.002a 0.208±0.001a 
2 0.179±0.006a 0.182±0.0004a 0.185±0.002a 
4 0.235±0.007a 0.328±0.005b 0.276±0.006c 
6 0.549±0.016a 0.731±0.009b 0.649±0.031c 
8 0.919±0.006a 1.410±0.015b 1.125±0.024c 
10 1.476±0.022a 1.708±0.022b 1.341±0.019c 
12 1.359±0.047a 1.464±0.060b 1.211±0.012c 
14 1.224±0.011a 1.251±0.018b 0.997±0.012c 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O����  3 .(O� 
	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 



 

 

1.2.1 ���0�!�0!��!"�1�����2�"�����+,��0���0 
������+, 5  
�	�����������	�
�	�
�������� (���������������������������������� ���!������ � 560 �����!	�) �!� 
�&�'���(��)���	�
���� BG-11 �� !

�.����!/
���0

��	 2 g/l  ��'���!��E!�E��
��.����!/��	�		��������
 4.4, 8.8, 17.6 ��' 35.2 mM  
���!��E!�E��
��.����!/��	�	)�
���� ([NO3]) ( mM ) 

�'�'��������&�'���(�� 
4.4 8.8 17.6 35.2 

0 0.207±0.000a 0.214±0.000a 0.209±0.000a 0.214±0.000a 
2 0.167±0.029 a 0.160±0.014a 0.157±0.014a 0.163±0.000a 
4 0.377±0.029a 0.394±0.033b 0.241±0.021c 0.316±0.078c 
6 0.561±0.065a 0.401±0.044b 0.586±0.092a 0.971±0.160c 
8 0.466±0.098a 0.411±0.032b 0.815±0.460c 1.618±0.112d 
10 1.193±0.128a 0.909±0.239b 1.381±0.172c 1.840±0.076d 
12 1.328±0.076a 1.069±0.109b 1.298±0.009a 1.754±0.116c 
14 1.203±0.036a 1.078±0.076b 1.416±0.103c 1.512±0.136d 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O����  3 .(O� 

   	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
  



 

 

1.3 ��� �������+,�&���2���"�1$0�1������+�'����2�����&���$�����+,��5�
� Synechococcus sp. �8����1���/��9� 

1.3.1 ��� ���!"����0��:02�"�����+,0+�&";"��
�
�+�"�1$0�1������+�'���� 

������+, 6  �
�	���	��
��
�/.!0/��	�	��������)�������� Synechococcus sp. �!� 
�&�'���(���E��
������	� BG-11 �� !��.����!/
���0

��	 2 g/l ��'  
                 �.����!��
/��0���!��E!�E� 0,  6.25 ��' 12.5 g/l 

���!��E!�E��
��.����!��
/��0  (g/l) 
�'�'��������&�'���(�� 

0 6.25 12.5 
0 0 0 0 
2 0 0 0 
4 0 0.059±0.004a 0.075±0.006a 
6 0.134±0.002a 0.158±0.003b 0.125±0.021c 
8 0.265±0.007a 0.360±0.003b 0.263±0.008a 
10 0.900±0.011a 0.705±0.008b 0.620±0.004c 
12 0.710±0.012a 0.615±0.009b 0.560±0.004c 
14 0.239±0.002a 0.246±0.002a 0.265±0.069a 

 
  	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O����  3 .(O� 

     	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 



 

 

1.3.2 ��� ���!"�1�����2�"�����+,0+�&";"��
�
�+�"�1$0�1������+�'���� 

������+, 7  �
�	���	��
��
�/.!0/��	�	��������)�������� Synechococcus sp. �!� 
�&�'���(���E��
������	� BG-11 �� !��.����!/
���0

��	 2 g/l ��'
�.����!/��	�	���!��E!�E� 4.4, 8.8, 17.6 ��' 35.2 mM 

���!��E!�E��
��.����!/��	�	 (Mm) 
�'�'��������&�'���(�� 

4.4 8.8 17.6 35.2 
0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 
6 0 0 0.132±0.000a   0.278±0.000b 
8  0.167±0.012a 0.127±0.009b   0.273±0.000c 0.372±0.000d 
10  0.180±0.014a   0.203±0.072b 0.911±0.046c 0.588±0.021d 
12 0.513±0.024a 0.704±0.254b 0.702±0.035c 0.524±0.177a 
14  0.246±0.044a  0.304±0.050b  0.247±0.017a  0.260±0.021a 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O����  3 .(O� 

   	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95�=
�0�.S�	0 (p<0.0



 

 

1.3.3 ��� �"��9!"�����&���+,0+�&";"��
�
�+!"��"�1$0�1������+�'���� 

������+, 8 �
�	���	��
��
�/.!0/��	�	���������
��������?��� Synechococcus sp. �� !�
��@
	������  


��@(���) NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
0 - 
1 - 
2 - 
3 - 
4 - 
5 - 
6 - 
7 0.348±0.024b 
8 0.518±0.018c 
9 0.513±0.000c 
10 1.771±0.069g 
11 1.097±0.000f 
12 0.840±0.049e 
13 0.638±0.096d 
14 0.285±0.012a 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�� ����E
!�� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
  

 



 

 

1.3.4  ��� ���!"�5&�������+,1���');���&";"��
�
�+!"��"�1$0�1������+�'���� 

������+, 9 f��
�?��������� /�E��
���	�
�
�	���	��
��
�/.!0/��	�	�������� �!� 
�&�'���(��
�������)���	�
���� BG-11 �� !��.����!/
���0

��	 2 g/l  )��5��'�� !���� 
120 µphoton m-2 s-1  �=>����� 12 ?� ��!�	�
��� ��'
@A�5�!� 30±1 °C    

 
���� (�.)  NR  specific  activity (nmole/min/mg protein) 
09.00 0.510±0.070c 
12.00 0.553±0.059c 
15.00 0.306±0.039b 
18.00 0.132±0.027a 
21.00 0.079±0.004a 
24.00 0.908±0.144d 
03.00 0.984±0.153d 
06.00 1.525±0.047e 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�� ����E
!�� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

1.3.5  ��� � pH �+,��0���0�&"����8����!"��"�1$0�1������+�'���� 

������+, 10  �
�	���	��
��
�/.!0/��	�	���������!� 
������'�0��  pH 	��� G ��� ��
 pH 3-6        
()?E
�D�D
�0 Acetate),  pH 7-9 ()?E
�D�D
�0 Tris-HCl) ��' pH 10-11 ()?E
�D�D
�0 
Carbonate) 

 
pH NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
3 0.022±0.000a 
4 0.197±0.021b 
5 0.279±0.009d 
6 0.566±0.021f 
7 0.664±0.000g 
8 0.708±0.005h 
9 0.723±0.003h 
10 0.524±0.023e 
11 0.244±0.008c 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�� ����E
!�� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

1.3.6  ��� �"9B��/0
�+,��0���0�&"����8����!"��"�1$0�1������+�'����   
������+, 11  �
�	���	��
��
�/.!0/��	�	���������!� 
������'�0�
�	���	��� 
@A�5�!�	��� G ���       

(30-65 jC) 
 


@A�5�!� (jC) NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
30 0.483±0.039a 
35 0.978±0.028b 
40 1.004±0.055b 
45 0.686±0.079c 
50 0.227±0.018d 
55 0.167±0.012de 
60 0.147±0.016e 
65 0.117±0.020e 

 
	������� �O����
�=>�����F�� � ± ����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

1.4  ��� ��0)'�
!"��"�1$0�1������+�'���� 

1.4.1  ��� ���!"� FAD ;�� molybdenum �&";"��
�
�+!"��"�1$0�1�����         

�+�'���� 

������+, 12  f��
� FAD ��' molybdenum 	�
�
�	���	��
��
�/.!0/��	�	�������� 
 

?@����

 NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
      Control 0.149±0.007a 
      FAD 0.155±0.008b 
      Molybdenum 0.160±0.005ab 
      FAD+Molybdenum (1:1) 0.172±0.007c 
 

	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 

1.4.2  ��� ���!"� Hydroquinone �&";"��
�
�+!"��"�1$0�1������+�'���� 

������+, 13  f��
� Hydroquinone 	�
�
�	���	��
��
�/.!0/��	�	�������� 
 

?@����

 NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
          Control 0.716±0.018a 
          Hydroquinone 2.062±0.107b 
 
	������� �O����
�=>�����F�� � ± ����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

1.4.3  ��� ���!"� NADH ;�� NADPH �&";"��
�
�+!"��"�1$0�1������+�'� 

���  
������+, 14  f��
� NADH ��' NADPH 	�
�
�	���	��
��
�/.!0/��	�	�������� 
   

?@����

 NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
                             Control 0.298±0.021a 
                             β-NADH 0.286±0.000ab 
                             β-NADPH 0.259±0.016b 
    

	������� �O����
�=>�����F�� � ± ����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 

1.4.4  ��� ���!"� Methyl viologen �&";"��
�
�+!"��"�1$0�1������+�'���� 
������+, 15  f��
� Methyl viologen 	�
�
�	���	��
��
�/.!0/��	�	�������� 
   

?@����

 NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
                         Control 0.716±0.018a 

 Methyl viologen 1.018±0.034b 

 
	������� �O����
�=>�����F�� � ± ����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

1.4.5 ��� ���!"� Potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6), Sodium thiocyanide 

(NaSCN), Arsenic trioxide (As2O3) ;�� Sodium azide (NaN3) �&";"��
�
�+!"��"�1$0�1�����

�+�'���� 

������+, 16  f��
� Potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6), Sodium thiocyanide (NaSCN), Arsenic 
trioxide (As2O3) ��' Sodium azide (NaN3) 	�
�
�	���	��
��
�/.!0/��	�	�������� 

 

������

 NR specific activity (nmole/min/mg protein) 
       Control 0.683±0.000a 
       Potassium ferricyanide 0.674±0.000a 
       Sodium thiocyanide 0.325±0.040b 
       Arsenic trioxide 0.208±0.012c 
       Sodium azide 0d 
 

	������� �O����
�=>�����F�� � ± ����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05)



 

 

1.4.8  ��!"�"�$+*���+,���')���0�!�0!���&�� b �&";"��
�
�+!"��"�1$0�1������+�'���� 

������+, 17  �
�	���	��
��
�/.!0/��	�	���������!� 
�����E��
�D�D
�0 MOPS-NaOH  pH 7.5 �� !����!��E!�E��
�
'.��	�	��� G ��')�����)�E
���S�	�
�
��)����f�!�O����
������'�0�
�	���	��
��
�/.!0 

Electron donor 
% Acetone 

Control FAD+molybdenum (1:1) Hydroquinone Methyl viologen 
0 0.391±0.063cd 0.494±0.119dc 0.582±0.135e 1.171±0.343f 
10 0.266±0.119bc 0.341±0.210cd 0.395±0.235cd 0.451±0.059dc 
20 0.098±0.012ab 0.093±0.009ab 0.127±0.041ab 0.261±0.066bc 
30 0.032±0.017a 0.017±0.001a 0.021±0.017a 0.052±0.016ab 
40 0.019±0.003a 0.018±0.008a 0.019±0.010a 0.026±0.009a 

Acetone 
Electron donor 
Acetone*Electron donor 

p<0.05 
p<0.05 
p<0.05 

p<0.05 
p<0.05 
p<0.05 

p<0.05 
p<0.05 
p<0.05 

p<0.05 
p<0.05 
p<0.05 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O����  3 .(O� 

   	�����)�����
���'���	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95�=
�0�.S�	0 (p<0.05



 

 

1.5 ��� ����0���+��!"��"�1$0�1������+�'����  

1.5.1 ��� ����0���+��!"������'��"�1$0��0c,"�/�)&0�+,"9B��/0
�&�� b (Heat 

stability)     

������+, 18  �
�	���	��
���������
�/.!0�� �����E��
�D�D
�0 MOPS-NaOH pH 7.5 ��'MOPS-
NaOH pH 7.5 �� !� 10% acetone �!� 

�!�� 
@A�5�!�	��� G ��
 -80, -20, 4, 0, 

@A�5�!��E
� (30),  40, 50, 60, 70 ºC ��� 1 ?� ��!� ��
�������'�0�
�	���	��
�
�
�/.!0�� 
@A�5�!��E
� (30 ºC) 

 
NR specific activity (nmole/min/mg protein) 


@A�5�!��E
� (ºC) MOPS-NaOH pH 7.5 MOPS-NaOH pH 7.5 �� !� 
10%acetone 

          -80 0.556±0.116a 0.395±0.067a 
          -20 0.791±0.094b 0.718±0.152b 
          4 0.829±0.086b 0.779±0.220c 
          0 0.673±0.231c 0.410±0.176d 
          
@A�5�!��E
� (30) 0.869±0.059d 0.797±0.177c 
          40 1.030±0.116e 0.976±0.306e 
          50 0.794±0.041b 0.769±0.201c 
          60 0.015±0.008f 0.009±0.002f 
          70 0 0 
 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 



 

 

1.5.2 ��� ����0���+��!"������'��"�1$0��0c,"�/�)&0�+,"9B��/0
 40 ºC �+,

���������&���'� 

������+, 19  �
�	���	��
��
�/.!0�!� 
R��
�!�� 
@A�5�!� 40 ºC �� �'�'����	������ 

  
���� (����) NR specific ac. (nmole/min/mg protein) 

0 0.726±0.017a 
30 1.230±0.056b               
60 1.010±0.063c                
90 0.901±0.010d               
120 0.534±0.003e                

 
	������� �O����
�=>�����F�� � ± ����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)����	�(��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 

 
 
 
       

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

 

1.6  ��� ��
e+�����:)�'� ������'��"�1$0�1������+�'���� 

1.6.1  ��:)�'� ������'����)�"�1$0��+,"9B��/0
�&�� b 

������+, 20  �
�	���	��
�����������
�
�/.!0/��	�	���������!� 
��S
/�E�� 
@A�5�!�  4, -20  ��' 
-80 ºC �=>��'�'���� 7 ��� 

 

����� ��S
	��
����������'�0 4 ºC -20 ºC -80 ºC 
0 0.314±0.115ª 0.314±0.115ª 0.314±0.115a 
1 0.248±0.049ª 0.351±0.027b 0.116±0.021c 
2 0.333±0.040ª 0.276±0.076a 0.097±0.011b 
3 0.292±0.037ª 0.222±0.050a 0.077±0.007b 
4 0.196±0.040ª 0.151±0.036a 0.055±0.013b 
5 0.181±0.014ª 0.129±0.025b 0.052±0.007c 
6 0.179±0.053ª 0.201±0.044a 0.084±0.026b 
7 0.138±0.035ª 0.168±0.043a 0.056±0.013b 

     
	������� �O����
�=>�����F�� � ± ����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05)



 

 

1.6.2 ��:)�'� ������'����)�"�1$0�2���+�$"�"� (G) �+,���0�!�0!���&�� b �0c,"��:)1���+,"9B��/0
�&�� b 

������+, 21  �
�	���	��
���������
�/.!0/��	�	�������� �!� 
��S
/�E)�
�D�D
�0 MOPS-NaOH pH 7.5 �� !�����.
�
����!��E!�E�������
 0, 5, 10,15 ��'20% 
 


@A�5�!� 4 ºC 
@A�5�!� -20 ºC ����� ��S

	��
���� 0 % G 5 % G 10 % G 15 % G 20 % G 0 % G 5 % G 10% G 15 % G 20 % G 

0 0.313±0.005a 0.311±0.002a 0.315±0.004a 0.314±0.003a 0.314±0.005a 0.313±0.005a 0.311±0.002a 0.315±0.004a 0.314±0.003a 0.314±0.005a 

1 0.256±0.004a 0.307±0.011b 0.308±0.003b 0.303±0.004b 0.272±0.025b 0.291±0.004b 0.305±0.003b 0.291±0.010b 0.307±0.006a 0.268±0.005a 

4 0.204±0.007b 0.295±0.003d 0.291±0.004d 0.288±0.002d 0.208±0.003b 0.152±0.004a 0.269±0.006c 0.269±0.003c 0.275±0.012c 0.211±0.011b 

7 0.131±0.004a 0.263±0.003fg 0.259±0.003f 0.269±0.003gh 0.160±0.004c 0.141±0.003b 0.221±0.002e 0.228±0.009e 0.270±0.001h 0.179±0.006d 

10 0.111±0.005a 0.195±0.003c 0.212±0.003de 0.217±0.004e 0.113±0.007a 0.108±0.003a 0.198±0.003c 0.208±0.002d 0.255±0.004f 0.152±0.004b 

14 0.085±0.001b 0.159±0.003d 0.193±0.003e 0.187±0.003e 0.073±0.011a 0.074±0.003a 0.154±0.011d 0.196±0.003e 0.240±0.001f 0.114±0.001c 

20 0.053±0.002ab 0.115±0.009d 0.144±0.002e 0.157±0.005f 0.055±0.006b 0.045±0.001a 0.115±0.001d 0.174±0.003g 0.224±0.002h 0.101±0.002c 

25 0.038±0.003a 0.061±0.005b 0.089±0.003c 0.101±0.004d 0.039±0.005a 0.039±0.002a 0.090±0.001c 0.159±0.003e 0.166±0.013e 0.091±0.001c 

30 0.026±0.001ab 0.033±0.002c 0.054±0.003d 0.054±0.002d 0.028±0.003b 0.022±0.002a 0.075±0.004e 0.153±0.002h 0.142±0.002g 0.080±0.001f 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O����  3 .(O� 

   	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95�=
�0�.S�	0 (p<0.05)



 

 

1.6.3  ��:)�'� ������'����)�"�1$0�2� L-Proline �+,���')���0�!�0!�� 1 M  

������+, 22  �
�	���	��
���������
�/.!0/��	�	�������� �!� 
��S
/�E)�
�D�D
�0 MOPS-NaOH     
                    pH 7.5 �� !� L-Proline ���!��E!�E� 1M �� 
@A�5�!� 4 ��' -20 ºC  

 
4 -20        
@A�5�!� (ºC) 

 
�����S
	��
���� 

MOPS-NaOH 
MOPS-NaOH + 

L-Proline 
MOPS-NaOH 

MOPS-NaOH+ 
L-Proline 

0 0.313±0.005a 0.314±0.003a 0.313±0.005a 0.314±0.003a 
1 0.256±0.004a 0.288±0.017b 0.291±0.004a 0.263±0.008b 
4 0.204±0.007a 0.273±0.003b 0.152±0.004c 0.228±0.008d 
7 0.131±0.004a 0.230±0.004b 0.141±0.003c 0.196±0.001d 
10 0.111±0.005a 0.210±0.004b 0.108±0.003a 0.163±0.005c 
14 0.085±0.001a 0.194±0.002b 0.074±0.003c 0.140±0.002d 
20 0.053±0.002a 0.163±0.002b 0.045±0.001c 0.118±0.004d 
25 0.038±0.003a 0.142±0.005b 0.039±0.002a 0.108±0.002c 
30 0.026±0.001a 0.109±0.006b 0.022±0.002a 0.104±0.003b 

 
	������� �O����
�=>�����F�� �±����
� ���
�!�	�P�����	��
�����O���� 3 .(O� 
	�����)�����
��� �O���
�E��
��Q�	������ !����!�	�	����������R�	��� �'��
���!�?� 
!� � 95
�=
�0�.S�	0 (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
   

 
 
 



 

 

3. "�����i����+j������&�� 

)?E
������	� BG-11  (&�!&��A 	����@�, 2534) �� !��.����!/
���0

��	 2 g/l 
�&� 
�=>�������
����0

� �	���!����=>� stock 20 ���� �!� 
�')?E�U��O�!����
��� =��
 pH )�E/�E 
7.4 ��'}���?�(
�E�� Autoclave �� 
@A�5�!� 121 °C ���!��� 15 =
��0	�
	������(� �=>����� 15 ���� 

 

������+, 3.1  ��	�
���� BG-11 (&�!&��A 	����@�, 2534) 
�����!� ���!��E!�E� (g/l) 

  NaNO3 1.50 
  K2HPO4 0.03 
  MgSO4.7H2O 0.075 
  CaCl2.2H2O 0.027 
  Citric acid 0.006 
  Ferric ammonium citrate 0.006 
 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)   0.001 
  Na2CO3 0.02 
  Trace metal mix A5 1.0 ml 

 
������+, 3.2  ����=�'�

�
� Trace metal mix A5 

�����!� ���!��E!�E� (mg/l) 
H3BO4 2.86 
MnCl2.4H2O 1.81 
ZnSO4.7H2O 0.222 
NaMoO4.2H2O 0.390 
CuSO4.5H2O 0.0079 
Co(NO3) 2.6H2O 0.0494 
 

�	�!��	@
�����������(��)� Deionized water 1,000 !������	� =��
������!�=>����-
�����=>� 7.4 �O�/=}���?�(
���)?E Autoclave ���!���/
 15 =
��0	�
	������(� 121°C �=>����� 15 
���� 

 



 

 

4. �����0+;���
e+����
��������8���')������ ��0)'�
!"��"�1$0�1������+�'�

���4.1 )'k�k"���8���')��'��"�1$0�1������+�'���� 
50 mM MOPS-NaOH buffer  pH 7.5  �� !� 1 mM  EDTA, 5 mM DTT, 1 mM 

PMSF 
                              MOPS                                   10.4620           g 
                              EDTA                                    0.3720            g 
                              DTT                                       0.7712            g 
                              PMSF                                     0.1742            g 

�'��� PMSF  )�  DMSO   10  ml ��
��������E��������E�������'����!�  
��E���
� G  �	�!��)��(O���� � =��!�	�=�'!�A  750 ml  ���������(���
� G �'���������'	�� �!� 

����'����!�   ��
� G =��
  pH )�E/�E������
 7.5 �E��  4 N NaOH   �!� 
/�E  pH  ������
  7.5  �U�
=��
=��!�	��E���(O���� �)�E��
  1,000 ml  

4.2 ����'�;"��
�
�+!"��"�1$0�1������+�'���� 
=�'�@�	0!���������
� Nakamura ��' Ikawa (1993) 
����	���!���D!�	�P��/�/	�	0 
1. �	���!��
����
��� !�/�/	�	0 0.005, 0.01, 0.015, 0.02, 0.025 ��' 0.03  

µmole )�����'���=��!�	� 0.5 ml ���)?E����'��� 0.2 mM KNO2  

2. �	�! 1%(w/v) sulfanilamide )� 1.5 N HCl  0.25 ml 
3. �O�)�E����������	�! 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) ethyllenediamine 0.25 ml �����

)�E��E����   ���/�E�� 
@A�5�!��E
��=>����� 20 ���� 
4. ��������������������� ���!������ � 540 �����!	� 

 
 
 
 
 

 



 

 

�������
�	���	��
��
�/.!0/��	�	�������� 
���f�!�O����
����O�=�������� =�'�

�E��  

����=�'�

 =��!�	�)����������'�0 (ml) Blank (ml) 
 �(O���� � 0.1 0.3 
0.1 M Tris-HCl buffer                                                
pH 8.0 

0.1 0.1 

0.1 M KNO3 0.1 0.1 
sample 0.2 - 

1. ��� !=������������	�! sample )���
����� 1.5 ml �� !����f�!�
� 0.1 M  
Tris-HCl Buffer pH 8.0, 0.1 M KNO3��' �(O���� �  )?E����)�����O�=�������� 20, 40, 60 ��' 80 
���� 

2. ��@�=������������	�! 1%(w/v) sulfanilamide )� 1.5 N HCl 0.25 ml 
3. �O�)�E����������	�! 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) ethyllenediamine 0.25 ml ����� 

)�E��E���� ���/�E�� 
@A�5�!��E
���� 20 ���� 
4. 
��������������������� ���!������ � 540 �����!	� 
4.3 �����l�
0�B*l��+� 
=�'�@�	0��������
� Lowry ��'�A' (1951) ���)?E bovine serum albumin �=>�

�=�	��!�	�P�� ���!��E!�E� 2 mg/ml !�)����
����
�)�E!��=�	��=��!�A 20, 40, 60, 80, 
100 ��' 120 µg  =��
=��!�	��E���(O���� �)�E/�E 0.1 ml 	�
��
� 

����	���!���D!�	�P���=�	�� 
���f�!�O����
����O�=�������� =�'�

�E��  

����=�'�

 =��!�	�)����������'�0 (ml) Blank (ml) 
�(O���� � - 0.1 
����'����=�	��!�	�P�� 0.1 - 
5 % Deoxycholate 0.4 0.4 
2 % Na2CO3 )� 0.1 N NaOH 3.0 3.0 
1 % CuSO4+ 2% Na/K tartrate 0.1 0.1 

 �����)�E��E���� 	�(���(�/�E�� 
@A�5�!��E
� 10 ���� �	�!����'��� Folin Ciacalteu�s 
phenol reagent )��(O���� � (1:1) 0.3 ml �����)�E��E���������(�/�E 30 ���� �O�/=
����������������
����� ���!������ � 600 �����!	� 



 

 

�����=��!�A�=�	��������	��
���� 
���
����=�	��)����	��
�����E���(O���� �)�E/�E=��!�A�=�	��
���)�?��� 20-100 

µg/ml �O�!�)����
����
���E���=��!�A�=�	���?���������
������=��!�A�=�	��!�	�P�� 
4.4 ����'�l�
0�B1�1���� 
=�'�@�	0��������
� Nakamura ��' Ikawa (1993) 
����	���!���D!�	�P��/�/	�	0 
1.    �	���!��
����
��� !�/�/	�	0 0.005, 0.01, 0.015, 0.02, 0.025 ��' 0.03  

µmole )�����'���=��!�	� 0.5 ml ���)?E����'��� 0.2 mM KNO2  
2. �	�! 1%(w/v) sulfanilamide )� 1.5 N HCl 0.25 ml 
3. �O�)�E����������	�! 0.02 % (w/v) N-(1-napthyl) ethyllenediamine 0.25 ml ����� 

)�E��E���� ���/�E�� 
@A�5�!��E
��=>����� 20 ���� 
4. 
��������������������� ���!������ � 540 �����!	� 
������=��!�A/�/	�0	)�����'���	��
���� 
�O�����'���	��
������ 	E
�������!����
����E���(O���� ��� �O����/


���E�)�E/�E 

=��!�A/�/	�	0
���)�?��� 0.005-0.03 µmole 	�
 0.1 ml �O�!�)����
����
���E���=��!�A/�
/	�	0�?���������
����O����D!�	�P��/�/	�	0 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4.5  ����'�l�
0�B1����� 

=�'�@�	0��������
� Cataldo ��'�A' (1975) 
����	���!���D!�	�P��/��	�	 
�	���!��
����
��� !� KNO3 ��E!�E� 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ��' 0.5 µmole 	�
 0.1 ml   

�������'��� 5 mM  KNO3 
 

����=�'�

 =��!�	�)����������'�0 
(ml) 

Blank (ml) 

�(O���� � - 0.1 
KNO3 ���!��E!�E�	���G 0.1 - 
5% Salicylic acid )� conc. 
H2SO4 

0.4 0.4 

 
	�(���(�/�E�� 
@A�5�!��E
� 20 ���� �����(��	�! 4 N NaOH 4.5 ml �����)�E��E���� 	�(�

��(�/�E����������'���)���
��'��S�  �O�/=��������������������� ���!������ � 410 ����
�!	� 

������=��!�A/��	�	)�����'���	��
���� 
�O�����'���	��
������ 	E
�������!����
����E���(O���� ��� �O����/


���E�)�E/�E

=��!�A/��	�	
���)�?��� 0.1-0.5 µmole 	�
 0.1 ml �O�!�)����
����
���E���=��!�A/��	�	
�?���������
����O����D!�	�P��/��	�	 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

COOH 

OH 

+ HNO3 

H2SO4 OH 

COOH 

NO2 

+ H2O 

�/l�+, 1  =���������������/��	�.���.����  



 

 

5. ������+�0����+,25�2������� �  ���*���!"�)���&��!"��+�  Nar  �8���')

�"�1$0�  NR  !"� ����&��5�
�  Synechococcus  sp.  

5.1 ������+�0"����  LB  (Luria  Bertaini)  medium (Sambrook ;�� �B�, 

1989) 

Tryptone                             10                g 
Yeast  extract                       5                 g 
NaCl                                    5                  g 
=��
=��!�	��E���(O���� �)�E/�E  1,000  ml  }���?�(
�E�� Autoclave �� 
@A�5�!�        

121 °C ���!��� 15 =
��0	�
	������(� �=>����� 15 ���� 
 5.2 ������+�0"����  SOC  (SOC medium) 
Tryptone                            20              g 
Yeast  extract                      5               g 
NaCl                                0.5               g 
�'��������(��!�)��(O���� �  950   ml  ���������'�� �����'����!�  �	�!

����'���  250  mM  KCl  ml  (����'���  KCl  �	���!/�E�������'��� KCl  1.86 g )��(O���� �
=������/


�  100  mM)  =��
  pH  )�E�=>������E������'���  5  N  NaOH (=��!�	�  0.2  
ml)  =��
=��!�	�����'���)�E�=>�  1  l  �E���(O���� �=�������?�(
  ��'}���?�(
�E�� Autoclave �� 


@A�5�!� 121 °C ���!��� 15 =
��0	�
	������(� �=>����� 15 ����  ��������U �����
�E
���E�=��
�
)�E
@A�5�!��
�
������������
=�'!�A  60°C  �U��	�!����'���   1  M  glucose  =��!�	� 20  
ml  (1 M glucose  �	���!�������'��� glucose 18 g  )��(O���� �=�������?�(
=��!�	�  90 ml 
��������(O�	�� glucose �'��� =��
=��!�	�����'���)�E�=>� 100  ml �E���(O���� ���'�O�)�E
=�
��?�(
��������
��E����'��Q��
�����  0.22 /!��
�) 

5.3 ������+�0  Phenol : Chloroform : isoamyl  alcohol  "'����&�� 25:24:1 

(v/v) 

 f�! Chloroform  ��'   isoamyl  alcohol  �E��
�	������ 24:1  �����(��O�/=
f�!��
����'���  phenol  
� !	��=��!�	���������������)����'f�!  phenol  
� !	���!� 
	E
����
)?E  RE�	E
������S
/�E����f�!��E�)�E�	�!  0.1 M Tris-HCl  pH 8.0  ��E���S
)������?��� 
@A�5�!� 
4  °C  

 

 



 

 

5.4 ������+�0  1  M  CaCl2 

�'���  CaCl2.6 H2O  14.7  g   )��(O�
���@����   milli-Q  =��!�	�  100  ml   �O����  
�'���)�E=�
��?�(
�����
�f���D���	
�0  0.22  /!��
�  ��'�
���=>�����G  ���� 1 ml ��S
/�E
��   -20 °C  

5.5 ������+�0 0.5 M EDTA pH  8.0  

?� � Disodium  ethylenediamine  tetraacetate . 2 H2O ����  186.1  g  �	�!�(O�  800  
ml  ���
����������)?E�����!����S�  �	�!���S�  NaOH  ��/=��/�E  pH 8.0   �����(�=��
=��!�	�

)�E/�E  1,000  ml  ��'}���?�(
�E�� Autoclave �� 
@A�5�!� 121 °C ���!��� 15 =
��0	�
	������(� 
�=>����� 15 ���� 

5.6 ������+�0  Ethidium  bromide  (10 mg / ml) 
?� � Ethidium  bromide  1  g  �'���)��(O���� �=�������?�(
 100  ml  ���  ���

�����!����S����'���  ��S
)������?�
@A�5�!��E
�  ���)��A'�	���!)�E��!R@�!�
  ��'�'���

������)��
�    Ethidium  bromide     ��E�/=�&��'f�    Ethidium  bromide     !��!
�	��=>�  Strong  
mutagen 

5.7 ������+�0  IPTG (Isopropylthio u ββββ uD-galactoside) 
?� �  IPTG   2  g  �'���)��(O���� �=��!�	�  8  ml  �����(�=��
=��!�	��
�

����'���)�E�=>�  10  ml  �E���(O���� � ��'�O�)�E=�
��?�(
��������
��E����'��Q��
�����  
0.22 /!��
�   �
���=>�����G  ���� 1 ml ��S
/�E��   -20 °C 

5.8 ������+�0   X-gal  (Bromo-40-Chloro-3-indolyl-β-D- galactoside) 
�'��� X-gal  20 mg )� Dimethyl  formamide  1  ml  ��'��S
/�E)���
���
 

Foil  �� 
@A�5�!�  -20 °C  ���/!�	E
���
�  ����'����� /�E����=>�����'���/!�!���  RE�!���

�
����
�/!����)?E 

5.9 ������+�0 1 M MgCl2  
�'���  MgCl2 .6 H2O  203.3 g )��(O���� � 800 ml  =��
=��!�	�)�E�=>�  1  L  

�E���(O���� ���'�O�)�E=�������?�(
���}���?�(
�E�� Autoclave �� 
@A�5�!� 121 °C ���!��� 15 
=
��0	�
	������(� �=>����� 15 ���� 

5.9 ������+�0 �"�1$0�  RNase  A 
�	���!������?� �   RNase  A  10 mg  �'���)��(O���� �=��!�	�  1,000  µl  ��E�	E!

)��(O����
�  10  ����   =��
�)�E��S��� 
@A�5�!��E
�  ��S
��    -20 °C  �
�/.!0����O����/�E���!E�'f���
����?���S���'�'��� ( Freeze � thaw ) �������(�  



 

 

5.10 ������+�0��lw
5+���  ampicillin  (100  mg/ml) 

��=��?���'�� )?E)����������
� E. coli  �� !����
S��
���f�!�'�	���!��S
�=>� stock 
�� -20 °C  �O����
��=��?���'  ampicillin  100  mg/ml  �	���!������?� �  ampicillin  sodium  salt  
0.1 g �'����E���(O���� �=������/


�  1  ml  

5.11 ������+�0   50X  TAE  buffer 

Tris-base                                        108   g 
Glacial    acetic   acid                      55   g 
 0.5 MEDTA  ( pH 8.0 )                  40   g 
=��
=��!�	��E���(O���� �)�E/�E1,000 ml ��'}���?�(
�E�� Autoclave �� 
@A�5�!�      

121 °C ���!��� 15 =
��0	�
	������(� �=>����� 15 ���� 
5.12 ������+�0 3 M Sodium  acetate  (pH 5.2) 
?� �    Sodium  acetate.2 H2O  408.1 g  �'���)��(O���� �)�E/�E=��!�	�  750 ml  

�	�!  glacial  acetic  acid  ��/�E  pH 5.2  =��
=��!�	�)�E�=>�  1  l  ��'�O�)�E=�������?�(
}���?�(


�E�� Autoclave �� 
@A�5�!� 121 °C ���!��� 15 =
��0	�
	������(� �=>����� 15 ����



 

 

6. �'�"�&���8��')�
���+*"1���)�����+�":��"�+,1��%������
��������������c,"� Automated DNA Sequencer B �/������c,"�0c"���� 

0���
����'���!�����
���� 

 
  

 
 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 




