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3.1 ��
����������
���� 

���������������	
��
������������ �. ���������  �.��������  ��� �.����
���������  �.���
��  	
���  
������������	�������� ���� 2  ".���������  �.����������#�����#�$%�
�&'�
��������(��)& �*����"+���& ����
����  (#�� &��� 3.1  ������.���/ �)+����&����% 1.5 ��"�  
�#�$%�
��������)��
����1������2��
��*#��3��+  �4%�� �2
��������
���4�"�������1��������
�"�"����#���� 40.2 °C ����������&'���(-(��� 7.2 ������������:������#
 12.5 g/l  �������	
��
����"������� ".������������� �.��������  �&'�����"����������2(���>���?�"2  (#�� &���  3.2  
�#�$%�
������1������  1������2��
��*#��3��+  �4%�� �2
������&����% 38 °C ����������&'���(-
(��� 8.0 ���1����������:�  ���������
�2��%	������
������"�����)#���
�������������)��������
A��
�	�������#
�����:
�������1���������"� B()�
��1(��&'����
�2��%���  
��������������/�����(

����4��������4
��	�C�������#)
���
������  B()���#�$%��&'�
�����  
��(��:�  ��)��
��
"��"��(��)�2�  �#�$%�
��������)��
��1������  1������2��  ���4%�� �2
������&����% 38.5 °C      
����������&'���(-(��� 7.7 ���1����������:� (� &��� 3.3)  �����#
���
�2��%��A�����   ����&���
�#�$%��&'�
����������)�.��.��
��(��F����"���#����
��  ���(��)& �*����"+ ����������������1���
��
����
���&'�>���������������(�)��#��A��4%�� �2
������1���"�"����#���� 39.7 °C ����������&'�
��(-(��� 7.7 1����������:�  �#�$%�
������1������  1������2��*#��3��+  (#�� &��� 3.4 ����C����������:

"#��)������  ������"  "#���) ����� ����  2  ".�������������  �.�������� ���4%�� �2
������
&����% 35 °C  ����������&'���(-(��� 7.2  ���1�������������:� (#�� &��� 3.5 �#�$%�
��
������	4
������:���	�������� ���� 7  ".���)����
�� �.��������  �&'�
����������
A���	�����:
�������>������	4����
��:��
���&'����
��(��)�#�  B()
����� 1 (� &��� 3.6)  ���#�$%��&'�
����������)�.��.��������)��
&����% 5 ��"�������������&����% 2 ��"�  �#�$%�
��������)��
��������2��
��*#��3��+  
���4%�� �2
������&����% 44.4 °C  ����������&'���(�&'�(��� 6.8 ������������:������#
 12 g/l  

����� 2  (� &��� 3.7) �&'��#�$%�
������
�������������A�������
�2��%���
��������
��*���2�
�����I�.4("��(�����������2��
��*#��3��+    ���4%�� �2
������&����% 46.1 °C  ����������&'�
��(-(��� 6.6   ������������:������#
 16.5 g/l  
����� 3 (� &��� 3.8)  "2(�#

����� 2  �"������#�$%�
"�������
����� 2  ���4%�� �2
������&����% 44.3 °C  ����������&'���(-(��� 6.7 ������������:�



 

 

�����#
 19 g/l ����2��
��*#��3��+  
����� 4 (� &��� 3.9)  �&'�
������) ��������
����� 1-3  �����>������
1�����1&�
��� �&J�B�����
�2��%����K  
�����#�$%����  ���
������I�.4(�) �"��(����  
�4%�� �2
������&����% 45.8 °C  ����������&'���(�&'�(��� 6.6 ������������:������#
 17.5 g/l  
����2��
��*#��3��+  (#�"������� 3.1 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.1  
������������	�������� ���� 2  ".���������  �.���������  �.���
��  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.2  ����"�����  �� ���� 4  ".�������������  �.��������  �.���
��  
    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

������ 3.3   
��������������/�����(
����4��������4
��	�C�������#)
���
��������
�2��%
����"�����  �� ���� 4  ".�������������  �.��������  �.���
��     

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             
 

 

 

������ 3.4   ����&���
�2��%����"�����  �� ���� 4  ".�������������  �.��������  �.���
��        
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.5  ������"  �� ���� 2  ".�������������  �.��������  �.���
�� 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.6  
����� 1  ����	4������:�  �� ���� 7  ".���)����
��  �.��������  �.���
�� 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.7  
����� 2  ����	4������:�  �� ���� 7  ".���)����
��  �.��������  �.���
�� 
 

 

 



 

 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.8  
����� 3  ����	4������:�  �� ���� 7  ".���)����
��  �.��������  �.���
�� 
 

 

 

 

 

                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.9  
����� 4  ����	4������:�  �� ���� 7  ".���)����
��  �.��������  �.���
�� 
 



 

 

%
�
���� 3.1  �#�$%�
��
����������  ����"�����  ����.���������  �.��������  �.�������������  �.���
��             
�#�$%�
��������
�� 

�C����� �� ��2�� ��������&'���(
�&'�(��� 

�4%�� �2 
(°C) 

���������:� 
(g/l) 

�����
��
��
��
1��"�"  (mM) 

�����
��
��
��
1�1"�"+ (mM) 

1.
��������������
/������(� �.2 
".���������   
�.��������� 
2.����"�����  �.4  
".��������-
�����                
�.�������� 
2.1����"����� 
2.2
����������
����/�����( 
2.3
����������
����&� 

�� 1������ 
 
 
 
 
 
 
 

�� 1������ 
�� 1������ 

 
�� 1������ 

 
 

1������2�� 
 
 
 

 
 
 
 

1������2�� 
1������2�� 

 
1������2�� 

7.2 
 
 
 

 
 
 
 

8.0 
7.7 
 

7.7 
 

40.2 
 
 
 

 
 
 
 
38 
38.5 

 
39.7 
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- 
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- 
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- 
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%
�
���� 3.1 (%��)   
�#�$%�
��������
�� 

�C����� �� ��2�� ��������&'���(
�&'�(��� 

�4%�� �2 
(°C) 

���������:� 
(g/l) 

�����
��
��
��
1��"�" (mM) 

�����
��
��
��
1�1"�+" (mM) 

3.������"  �.2  
".��������      
�.�������� 
4.����	4������:� 
�.7  ".���)����-

��  �.����-
���� 
4.1 
����� 1 
4.2
����� 2 
4.3
����� 3 
4.4
����� 4 
   

�� 1������ 
 
 
 
 
 
 

�� 1������ 
�� 1������ 
�� 1������ 
�� 1������ 

 

1������2�� 
 
 
 
 
 
 

����2��*#��3��+ 
����2��*#��3��+ 
����2��*#��3��+ 
����2��*#��3��+ 

7.3 
 
 
 
 
 
 

6.8 
6.6 
6.7 
6.6 

35 
 
 
 
 
 
 

44.4 
46.1 
44.3 
45.8 
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13.5 
16.5 
19.0 
17.5 

 
 
 
 
 
 
 
- 
- 
- 
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- 
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3.2 	
�()	%*+�)�
�,-�.�/��
-��
)0�12.2��)+3  

��������"#��)���������)�����:
1(� ������)�������&N2
#"2�����������&���)��&'���
�
�)������������)�(��)�2>�
�(���
�������
:�� "� BG-11 ����"2�B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l  
�	������)�&����% 10 �#�  ����B�B������2F�"2
B"�":�����	������)�(#�� &��� 3.10 ������)�"#�
�)����������&'�?�2(�(��)��#�������*������) K ��#�� ���"�����
��)�"�������4����/�+ �����1(�
������)?�2(  �(��)� K �A��
��)B�B���������)������������� "� BG-11 ����"2�B*�(�)�1
���+
���" 
2 g/l ��������� Illuminated shaker  �����������:� 150 rpm  ��)����������������
����� 120 
µphoton m-2 s-1  �&'����� 12 ?#��B��"���#�  �4%�� �2 35 °C 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.10  B�B���
��������)�*��+�(��)�?�2( Synechococcus sp. 
�������
:�� "� BG-11 ����"2�   
                  B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l



 

 

3.3  5*2.�6�	%*+�)�
����.-7
8�7����92��
-�*�	
��
	�
 

3.3.1 ��	
�+1.5�
8-:(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��(�� in vivo 
���"#��)�������)�1(�?�2(�(��)� K �����	������)�������������������)4��
 14 �#�  

���(��
���"2�2"�
�� NR  �2>�����(��
�

 in vivo 	
���  "#��)�������
�4�"#���������/A�$���
���"2�2"�
�� NR  )�����"#��)��� �3  (#�"������� 3.2  �����������"#��)����#����(��
4?�2(
��
������)B()��/#)�#�$%�����#%b���2�)��&'���%c+  	
���  "#��)��� �1,  �2,  �3,  ��� �4      
�&'�������)?�2(�(��)��#����  Cholorella sp.  �����#
"#��)���  �1.1,  ��3.1�,  ��3.1
, ��3.1�,         
��3.4�  ����� 3.4
  �&'�"#��)���?�2(�(�)��#���� Synechococcus sp. �#(�����"#��)������.�
���/A�$� ���1(����  "#��)���  �2  �&'�"#����
��������) Cholorella sp. (� &��� 3.11 A) ���
"#��)��� �� 3.4
  �&'�"#����
��������)?�2( Synechococcus sp. (� &��� 3.11 B) ���������������)
�#�����?�2((#��������������"2�2"�(�����4(��������)
�#
"#��)�������4���(�)��#�     
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.11  ������)���
�)��*��+�(�)�?�2( Chlorella sp. (A) ���������)���
�)����������2��*��+ 
                  �(��)�?�2( Synechococcus sp.(B)  ����)��
��
�(��(�������#
 10 µm 

A B 



 

 

%
�
���� 3.2  ���"2�2"�
��������)?�2("���K������/A�$����"2�2"��

 in vivo  
 

���)��
"#��)��� ��)�����)(����)��#
"#��)��� 
NR specific activity 

(nmole/min/mg protein) 
 

�1 
�2 
�3 
�4 
�1.1 
��3.1� 
��3.1
 
��3.1� 
��3.4� 
��3.4
* 

 

������)�����)��>������������" 

������)���
�
>������������" 

������)���
�
��)������" 
������)
�	���(2�
�
������" 
������)"2(�#

�
��)��
��������������/�����( ".���������  �.��������� 
������)"2(�#

�

����)��
����� 1  ����	4������:�  ".���)����
��  �.�������� 
������)"2(B
(�2��"�.2�������
����� 1  ����	4������:�  ".���)����
��  �.�������� 
������)���������)��
����� 1  ����	4������:�  ".���)����
��  �.�������� 
������)���������)��
����� 4  ����	4������:�  ".���)����
��  �.�������� 
������)�������"2(�#

����� 4  ����	4������:�  ".���)����
��  �.�������� 
 

 

0.078±0.002 
0.232±0.003 
1�������"2�2"� 
0.205±0.001 
0.071±0.000 
0.062±0.000 
0.131±0.001 
0.017±0.000 
0.105±0.000 
0.204±0.000 

"#���
�����������&'�����k���) ± ����
��)��
���"�b�� ���
��� � 2 *��� 
*"#��)���������)���C ��#(������?������/A�$�������2�#)���                                                                                                          



 

 

3.3.2 ��	
��
	�
5+
7.�=�)�����9>-��71-�������
-��
)0�12 Synechococcus 

sp. (�8 Chlorella sp. 
�����������
�������#(�)�
���1*�+ NR 
��������)?�2( Synechococcus sp. 

��������#(�)�
����������) NR 
��������)?�2( Chlorella sp. ����4%�� �2������� 24 
?#��B�� 	
������"2�2"�
�����1*�+���������)
��������)?�2( Chlorella sp. 1����������) �    
������"2�2"�
�����1*�+�������#(�)�
������	�)� 23% 
%�������"2�2"�
�����1*�+�����
��#(�)�

��������)?�2( Synechococcus sp. ������) � 91 %  ��������)
�#
���"2�2"�����������

��(#�"������� 3.3  ��(�������1*�+ NR 
��������)?�2( Synechococcus sp. ��������C�)����
�4%�� �2�����������������)?�2( Chlorella sp. (#��#��������)?�2( Synechococcus sp. �A���
�4%��
#"2�����������&'�"#��)��������#
����2�#)��� 
    
%
�
���� 3.3  ���"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#����
��������)�*��+�(�)�?�2( Chlorella sp. ���  
                     Synechococcus sp. ���������#�
������4%�� �2������� 24 ?#��B��  
 

 
NR specific activity (nmole/min/mg protein) 

 
"#��)���������) 

                                            
����
�� 

 
��#�
����
 24 ?#��B�� 

�������) NR 
��������)
?�2( Chlorella sp. 
 

 
1.476±0.023 

 
1�������"2�2"� 

�����#(�)�
 NR 
��
������) Chlorella sp. 
 

 
0.782±0.02 

 
0.182±0.004 

�����#(�)�
 NR 
��
������) Synechococcus sp. 
 

 
1.466±0.04 

 
1.335±0.03 

"#���
�����������&'�����k���)±����
��)��
���"�b�� ���"#��)��������� 3 *��� 



 

 

3.4   ��	
��
	�
��
+8���.-7
8�7,�	
�.A�1B.%1�C%����
-��
)0�12 Synechococcus sp. 

3.4.1 �����	D
<��	<1.A�%���*%�
	
�.A�1B.%1�C% 
������	������)�������)�*��+�(��)�?�2( Synechococcus sp.  ��� "������ BG-11 ���

��B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l  ��������������� 120  µphoton m-2 s-1  �&'����� 12   ?#��B��"���#�
����4%�� �2 35 °C  �"�����)�������) 2 �

���"����#���� 

�

��� 1  ����)�������)��������� Illuminated shaker �
)��(��)������:� 150 rpm  
  �

���  2   ���3����+"#��)���������)1���k)KB()1��������
)�� 
�#(�#"��������2F�"2
B"
��������)B()�2>�����#(���( (��������������)������� 560 nm �4��#�
�&'����� 7 �#� 	
��� ��������1��������
)����.����������2F�"2
B"
��������)� ����������������
�
)��(#�� &��� 3.12 (#��#������	������)�������)?�2((#������1������&'�"������
)��  3����+  ������)�:
�����C���2F�"2
B"1(�(� 

�����/A�$��#"�����( (*#
�������?�1��"�"�����������	������)�	
��� ���������
������	������)��	2��
A����.���������
��
��
��1��"�"��������(�� (#�� &��� 3.13 (A) ���#�
��������	������)�������)�����C�2������+�����
��
��1��"�"�������1(������#
 18.895±0.711 
mM ������	������)�1(� 7 �#� 	
��� ����������������
)�����.���������
��
��
��1��"�"�������
�(������� 7.897±2.500 mM �����������1��������
)�����.���������
��
��
��1��"�"��
������(������� 7.582±1.050 mM ��(������:����������)�����( (*#
1��"�"�������1&�?�   

�����/A�$������
��
��
��1�1"�"+�����������	2��
A��	
��� ���������	������)� 
(�
)��-1���
)��) ��.���������
��
��
��1�1"�"+��������	2��
A�� (p<0.05) ("������� 3 ���.���) 
B()��������1���
)�����#����  4 CA� 6 &�2��%1�1"�"+�������� �������������������
)�� ��������
�#�����	������)�������)�	2��
A�� &�2��%1�1"�+"��������:�	2��
A���?���#�(#�� &��� 3.13 (B)        

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.12  .�
������	������)��

�
)�����1���
)��"��������2F�"2
B"
��������)���
�)�������� 
                  ��2�?�2( Synechococcus sp. ���������)��������� "� BG-11 �����B*�(�)�1
���+
���"   

2 g/l  
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������ 3.13  �&��)
���)
�����
��
��
��1��"�"�����������(�� (A) ���1�1"�"+����������
�	2��
A�� (B) 
��������)?�2( Synechococcus sp. ������������� "� BG-11 �����
B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l ��)�"�������������� 120 µphoton m-2 s-1  �&'����� 12 
?#��B��"���#�����4%�� �2 35  °C   
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3.4.2  ��	
��
	�
��%��
-
����.-7
8�7%��	
�.A�1B.%1�C% 

3.4.2.1 ��	
��
	�
-
5+
7.��7������.-7
8�7���C<.2�)75��;�2:%���*%�
	
�

.A�1B.%1�C%����
-��
)0�12 Synechococcus sp. 

�������(���B()�?�������	������)�������)���B*�(�)����1�(+ 0, 6.25 ���
12.5 g/l 	�����#����B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l ��:
"#��)���������)�#(������( (��������������
)������� 560 nm �	���/A�$��#"��������2F�"2
B"�4� 2 �#� �&'���)����� 14 �#� 	
��� "#���"��#����   
4 CA��#���� 14 ������)�������)���� "������"����#����#"��������2F�"2
B"�"�"����#�����C2"2 
(p<0.05) ("������� 4 ���.���) B()������)�������)���� "�����������B*�(�)����1�(+ 6.25 g/l ��
�#"��������2F�"2
B"� �����������)�������)���� "�������������������� ������)�������)��������
�����B*�(�)����1�(+ 12.5 g/l ���1���"2�B*�(�)����1�(+"�����(#
 ��:�1(����B*�(�)����1�(+��
��������.�����#"��������2F�"2
B"
��������)(�
A�� (#�� &��� 3.14 
  
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

������ 3.14  .�
��B*�(�)����1�(+"��������2F�"2
B"
��������)?�2( Synechococcus sp. 
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3.4.2.2 ��	
��
	�
-
5+
7.��7������.-7
8�7���C<.2�)7;�.%�%%���*%�
	
�

.A�1B.%1�C%����
-��
).<��:.2��)+0�12 Synechococcus sp. 
������/A�$������1��"�"�����������?��	������)�������)��������
��
�� 4.4, 8.8, 

17.6 ��� 35.2 mM 	�����#����B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l ��:
"#��)���������)�#(������( (����
����������)������� 560 nm �	���/A�$��#"��������2F�"2
B"�4� 2 �#� �&'���)����� 14 �#� 	
��� 
�����
��
��
��B*�(�)�1��"�"���������.�"���#"��������2F�"2
B"
��������) (p<0.05) 
("������� 5 ���.���) �#"��������2F�"2
B"
��������)���"����#���������)
�������� "������
��:�1(����� "����������������
��
��
��1��"�"� ��4(��� 35.2 mM �#"��������2F�"2
B"        

��������)� ������ "���������� (� &��� 3.15)  ��(��������������
��
��
��1��"�"���������
���������)�����C( (*#
1��"�"1&�?��	���������2F�"2
B"1(�����?���#� 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

������ 3.15  .�
��B*�(�)�1��"�""���#"��������2F�"2
B"
��������)?�2( Synechococcus sp. 
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3.5 ��	
��
	�
��
+8%�
� 3 ��������,-�.��;<7:;�.%�%��2*	.��,��
-��
).<��:

.2�)+0�12 Synechococcus sp. ��
�
�;2�����92 

3.5.1 ��	
��
	�
%�
(-������.��;<7:;�.%�%��2*	.��,�.<��: 

���������*��+������)����"�B()���
((��)1�B"�������� ����
(�#

#3�3��+ 
MOPS-NaOH pH 7.5  ���&����
(��)  50 mM MOPS,  1 mM  EDTA,  5 mM DTT  ��� 1 mM  
PMSF ��������#(���1(�"�"�������������:� 12,000xg  �&'�����  20  ����  �)��������)������
*A���&'�����
��1*B"	���*A��������"����*A���&'�����
������
��  �������
��"������
����)��#
(��)
#3�3��+����?���#(  ����#������#�� 2 �������2������+���"2�2"�
�����1*�+ NR ���
&�2��%B&�"��	
���  ������
������
������� specific activity 
�����1*�+ NR �����#
 1.466± 
0.04 nmole/min/mg protein  �"�������
��1*B"	���*A�1�������"2�2"�
�����1*�+ NR ��(���� 
���1*�+ NR ��������)�*��+�(�)�?�2(�������"2(�) ��#
����
��
���*��+ 

3.5.2 �����5+
7.5E7,��
-
�.���)��
-��
)���7�%��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%            

��2*	.�� 

������/A�$����B*�(�)����1�(+�����������?�����)�������)�����
��
�� 0 (?4(
��
�4�), 6.25 ��� 12.5 g/l 	�����#����B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l ��:
"#��)���������2������+      
���"2�2"�
�����1*�+  NR �4� 2 �#��&'���)����� 14 �#� 	
���B*�(�)����1�(+��������������.�
"��������"2�2"�
�����1*�+�����(#
�����?����#����� 95 �&��+�*:�"+ ("������� 6 ���.���)B()"#��)���
������)�������)�������������B*�(�)����1�(+��2�������"2�2"�
�����1*�+���#���� 4 
%����?4(��
�4�
��2�������"2�2"����#���� 6 ��#�����#��������"2�2"�
��������)�������)���������#�� 3 � "������B���
���) K � �
A�� (� &��� 3.16) ���#���� 6 ��� 8 "#��)���������)�������)�������������B*�(�)����1�(+ 
6.25 g/l �����"2�2"�� �����"#��)���������)�������)���� "���������� ������#���� 10 ������)�������)�
���4�� "���������������"2�2"�
�����1*�+ NR � ��4(��������)
�#
�#����� K ������&��)
���)

�������� "������	
��� ������)�������)�����������1����B*�(�)����1�(+���������"2�2"�� ��4(���� 
�#
 0.900±0.011 nmole/min/mg protein ����������������)�������)�����������B*�(�)����1�(+
�����#
 6.25 ��� 12.5 g/l ��������"2�2"������#
 0.705±0.008 ��� 0.620±0.004 nmole/min/mg 
protein "�����(#
 ��#�����#�����"2�2"�
�����1*�+ NR ���) K �(��  ���.�(#��������(����
��:����B*�(�)����1�(+������2���1&�������1�������C���"4��������1*�+ NR �����"2�2"�� ����
�4(�"�����.����"4��������1*�+������1(���:�
A��    
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������ 3.16  .�
��������:�"�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)�*��+�(��)�?�2(      
                 Synechococcus sp.      
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3.5.3  �����;�.%�%,��
-
�.���)��
-��
)���7�%��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%  

��2*	.��       
������	������)�������)?�2( Synechococcus sp. (��)������ "� BG-11 �����B*�(�)�          

1
���+
���" 2 g/l ���B*�(�)�1��"�"�����
��
�� 4.4, 8.8, 17.6 ��� 35.2 mM ��:
"#��)���
�2������+���"2�2"�
�����1*�+ NR �4� 2 �#� �&'����� 14 �#� 	
��������
��
��
��B*�(�)�        
1��"�"��������������.�"��������"2�2"�
�����1*�+ NR �����(#
�����?����#�� 95 �&��+�*:�"+ 
("������� 7 ���.���)   B()�#���� 6 ��� 8 "#��)����������)��������� "�����������
��
��
��1�
�"�"� �����4( (35.2 mM) �������"2�2"�� �����"#��)����������)���� "���������� (p<0.05) �"����#���� 
10 "#��)���������)�������)��������� "�����������
��
��
��1��"�"�����#
 17.6 mM ��#
� �
A��
�)�����(��:������������"2�2"�� �����4( (p<0.05) �����#
 0.911±0.046 nmole/min/mg protein  
%����
"#��)����������)��������� "�����������
��
��
��1��"�""����4( (4.4 mM) ���1*�+ NR         �������
�"2�2"����)����4(���#���� 10 ��� 12 (p<0.05)  (#�� &��� 3.17  ���.����/A�$���:�1(���������
��
��
1��"�"���������.�"�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#���� B()1��"�"�����
��
��� ���.�
���"4��������1*�+������1(��������(� �"�1����.�������1*�+������1(�� ��4(  ���������������
�����
��
��
��1��"�""������.�������"2�2"�
�����1*�+"���(��)�?���#� �"����������������
��
��

��1��"�"�����#
 17.6 mM ��.�������1*�+������1(�� �����4(                                                                                                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.17  .�
��1��"�""�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)?�2(        
                 Synechococcus sp.      
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3.5.4 ������
)9����
-��
)���7�%��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.�� 

������/A�$������#�	#�>+
����)4
��������)�#
������"2�2"�
�����1*�+ NR 
	
��� ������)��2�������"2�2"����#���� 6 ���������B������) K �	2��
A�� *A�������"2�2"�� ��4(�����
�	������)�������)1(� 10 �#� *A����������"2�2"������#
 1.771±0.069 nmole/min/mg protein                 
(� &��� 3.18) �"������������)����)4���
A�����"2�2"�
�����1*�+�����) K �(�� (#��#�������/A�$�
"��"��1&�A���:
"#��)���������)�#���� 10 ��������/A�$�  
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.18  ����&���)��&�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)?�2( Synechococcus  
                 sp. ��?�����������	������)� ��:
�*��+�	��������"2�2"�������� 8.00 �. 
 
 
 
 



 

 

3.5.5 �����0�+�.+�
���;2��*�(��%��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��,��
- 

-��
)0�12 Synechococcus sp. 
������/A�$�� &�

����&���)��&��
�����1*�+1��"�"��(#���� ������	������)�

������)�������� "� BG-11 �����B*�(�)�1
���+
���" 2 g/l  ��)�"������������4%�� �2 30±1 xC  
������ 120 µphoton m-2 s-1 �&'�����  12 ?#��B��"���#� ��:
"#��)����2������+���"2�2"��4� 3 ?#��B��         
	
�����)��������������)1(��#
������1��1(��#
�����.�������"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#���� 
�������"�"����#�����C2"2 (p<0.05) ("������� 9 ���.���) B()�������)��������������)1(��#
���
���
A�����"2�2"�
�����1*�+�(��(#�� &��� 20 
%�������1��1(��#
��������.�������"2�2"�
��
���1*�+� �
A����������"2�2"�� ��4(�����1��1(��#
������ 12 ?#��B�� ������� 06.00 �. ����������#
 
1.525±0.047 nmole/min/mg protein ��#�����#��������)��1(��#
����A����.�������"2�2"��(��
���"����4(�����1(��#
��� 12 ?#��B��������� 18.00 �. ����������#
 0.132±0.027 nmole/min/mg 
protein �"�1���������"�"����#�����C2"2�#
������"2�2"����"����#(1(�������� 21.00 �. *A���&'��������
������)1��1(��#
����	�)� 3 ?#��B��*A������������#
 0.079± 0.004 nmole/min/mg protein ��(����
��:���� ������(?#����������1*�+ NR ������1(�(������������������    
 
 
 
 
 
  
      
 
 
 
 
 
 
������ 3.19  ����&���)��&�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)?�2( Synechococcus  
                  sp. ��?����#�   �����1(��#
���  120  µphoton m-1 s-1  �&'����� 12 ?#��B��"���#�  (06.00 y  
                 18.00 �.)  
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3.5.6 ��	
��
	�
 pH ���.-7
8�7%��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��,��
- 

-��
)0�12 Synechococcus sp. 
������/A�$�.�
����� pH "�����"2�2"�
�����1*�+ NR B()�&��)
���)
���"2�2

"�
�����1*�+ NR ��� pH 3.0 y 11.0 	
������"2�2"�
�����1*�+ NR ������ ��4(��� pH 8.0 ��� 9.0            
(#�� &��� 3.20 
 
 
                                                                                                                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.20  ������"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)?�2( Synechococcus sp. ��� pH    
                  "��� K  
 
 
 
 
 
 



 

 

3.5.7 	
��
	�
�9>-��71���.-7
8�7%��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��,�

�
-��
)0�12 Synechococcus sp. 
������/A�$�.�
���4%�� �2"�����"2�2"�
�����1*�+ NR B()�&��)
���)
���"2

�2"�
�����1*�+ NR ����4%�� �2������� 30 y 65 ºC   	
������1*�+ NR �����"2�2"�� ��4(����4%�� �2 
35 ��� 40 ºC B()������"2�2"�����4%�� �2�#�����1���������"�"����#�����C2"2 (p<0.05) ("������� 
11 ���.���) (#�� &��� 3.21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

������ 3.21  ������"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)?�2( Synechococcus sp. ����4%�� �2
"��� K  
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3.6 	
��
	�
�7�*%1���.��;<7:;�.%�%��2*	.��,��
-��
)0�12 Synechococcus 

sp. 

3.6.1 ����� FAD (�8 molybdenum %��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��

  ������/A�$�	
��� ����"2� FAD ���� molybdenum ��� & Na2MoO4 ����� 
.�������#
�2������+���"2�2"�
�����1*�+�&��)
���)
�#
?4(��
�4����1��������"2����(#������ 1��
�������"�"����#�����C2"2 B()�����&����% 0.149 CA� 0.160 nmole/min/mg protein  �"�������
�"�"����#��#
?4(���������"2� 20 µM FAD �����#
 20 µM molybdenum  �#"������ 1 "�� 1   *A����
��������#
 0.172 nmole/min/mg protein  (p<0.05)   ("������� 12 ���.���)  ��(������:�1(���� ���
�"2� 20 µM FAD ���� 20 µM  molybdenum 1����.�"������	2�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#�
��� �"�����"2� 20 µM FAD �����#
 20 µM molybdenum ���#"������ 1 "�� 1 ��.�������"2�2"�

�����1*�+1��"�"�(#�����	2��
A�� 15 %  (#�� &��� 3.22   
  

 

                                                                                                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.22 .�
�� FAD ��� molybdenum "�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#�����2������+      

���"2�2"�B()����"2� FAD ���� molybdenum ��� FAD �����#
 molybdenum 
�#"������  1 "�� 1 �����.�������#
�2������+���"2�2"�      
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3.6.2 ����� Hydroquinone %��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��,�

�
-��
) Synechococcus sp. 
������"2��������2��:�"��� hydroquinone �������.�������#
�2������+���"2�2"�


�����1*�+ 	
��� hydroquinone ��.�������"2�2"�
�����1*�+�"�"����#�����C2"2�#
?4(   
��
�4����1�������(#������  (p<0.05) ("������� 13 ���.���) ��� ���"2�2"�
�����1*�+� �
A��������� 
hydroquinone ��(�������1*�+ NR �����C�?��2��:�"���������(#������1(� (� &��� 3.23)     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.23  .�
�� Hydroquinone "�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#���� �2������+���"2�2"�B()   
                  ����"2� 20 µM Hydroquinone�����.�������#
�2������+���"2�2"�      
 

 

 

 

 



 

 

3.6.3 ����� ββββ-NADH (�8 ββββ-NADPH %��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��

,��
-��
)0�12 Synechococcus sp. 
������/A�$�����"2� β-NADH ��� β-NADPH �����.�������#
�2������+     

���"2�2"�
�����1*�+	
��� ���1*�+ NR �������#(������)?�2( Synechococcus sp. 1��
����&'�"����#
�2��:�"������ β-NADH ���� β-NADPH �	��������������.�������#
�2������+
���"2�2"�
�����1*�+1���� NADH ��� NADPH ���"2�2"�
�����1*�+)#������) �  (#�� &��� 3.24  
B() NADH ����) ������.�������#
�2������+���"2�2"�1����.�������"2�2"��"�"������?4(��
�4�
�"� NADPH ��.����"2�2"�
�����1*�+�"�"������?4(��
�4� (p<0.05) ("������� 14) B() NADPH 
��.�������"2�2"�
�����1*�+�(��       
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 
������ 3.24  .�
�� NADH ���  NADPH "�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)?�2(  

Synechococcus sp. �2������+���"2�2"�B()����"2� NADH ��� NADPH �����.��
�����#
�2������+���"2�2"�      
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3.6.4 ����� Methyl viologen %��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%��2*	.��,�

�
-��
)0�12 Synechococcus sp.  
������/A�$��&��)
���)
���"2�2"�
�����1*�+����������������"2� methyl vio 

logen ���C ���(2�*+(��) sodium dithionite �#
��������1���"2� methyl viologen 	
��� methyl 
viologen ��.�������"2�2"�
�����1*�+� �������������1���"2��)����������"�"����#�����C2"2 
(p<0.05) ("������� 15 ���.���) ��(���� methyl viologen �����C����2��:�"���������1*�+ NR
1(��A����.��������&���)�1��"�"�&'�1�1"�"+B()���1*�+��2(1(�(�
A�� (� &��� 3.25)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.25  .�
�� Methyl viologen "�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#������������)?�2(  

Synechococcus sp.   
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3.6.5 ����� Potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6), Sodium thiocyanate 

(NaSCN), Arsenic trioxide (As2O3) (�8 Sodium azide (NaN3) %��5�
(�5%1+1%����.��;<7:      

;�.%�%��2*	.�� 

������/A�$�.�
�����)#
)#�����"2�2"� (inhibitor) "�����1*�+ NR 	
��� Sodium 
thiocyanide, Arsenic trioxide ��� Sodium azide ��.�������"2�2"�
�����1*�+�(���)�����
�#)����#F����C2"2�����(#
�����?����#�� 95 �&��+�*:�"+ ("������� 16 ���.���) B() Sodium 
thiocyanate, Arsenic trioxide ��� Sodium azide )#
)#�����"2�2"�1(� 52.4, 69.6 ��� 100 % 
"�����(#
 �"� Potassium ferricyanide 1����.�)#
)#�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#����  (#�� &��� 
3.26   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.26  .�
�����)#
)#�����
�����2��:�"���"�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#���� 
 
 
 
 



 

 

3.6.6 ������8<�C%�����82*�5+
7.��7���%�
� 3 %��(�5%1+1%����.��;<7:;�.%�%            

��2*	.�� 
������/A�$�.�
����*�B"������(#
�����
��
��"��� K ��
#3�3��+ (50 mM 

MOPS pH 7.5 ����� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF ��� 0.5 mM DTT) 	
��� ��*�B"�1�������C
��#(���1*�+���"2(�#
����
�����1(� ������"���	
���"2�2"�
�����1*�+�k	��������
�����
�
�������#�� ����������#((��)
#3�3��+����������
��
��
����*�B"��	2��
A�����.�������"2�2"�
��
���1*�+�(���)����������"�"����#�����C2"2 (p<0.05) (� &��� 3.27 ���"�������.������ 17) ��� 
�����(#
�����
��
��
����*�B"������#
 10, 20, 30 ��� 40 % ���"2�2"�
�����1*�+�(�� 32, 75, 
92 ��� 95 % "�����(#
  ������"2��������2��:�"������ ���.��
�� FAD ��� molybdenum 
�#"������ 1:1, Hydroquinone ��� Methyl viologen  ��������#(���1*�+	
��� �������2��:�"���
(#��������.�������"2�2"�
�������#(���1*�+�����#((��)
#3�3��+���1������*�B"� ���
#3�3��+����� 
��*�B"������
��
�� 10 % �	2��
A���)����������"�"����#�����C2"2 (p<0.05) ��� 26, 49 ���     
200 % �����#
�����#(���1*�+�����#((��)
#3�3��+����������
��
��
����*�B"� 10 % ���"2�2"�

�����1*�+�(�� 28, 48 ��� 70 % 
%���������#(�����#((��)
#3�3��+����������
��
��
��  ��*�
B"� 20 ��� 30 % 	
����k	���������2��:�"��� Methyl viologen �����#��������.�������"2�2"�
��
���1*�+�	2��
A�� ���������#(�����#((��)
#3�3��+����������
��
��
����*�B"� 40 %  1�������C
�#
�2��:�"�������������2��:�"���"#��(1(� ���������������"2��������2��:�"���"��� K     ���"2�2"�

�����1*�+1���������"�"����#�����C2"2�#
?4(��
�4� 
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������ 3.27    ���"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#����
��������)�������������#((��) acetone ��������
��
��"���K �������������2��:�"���"��� K (���.��
�� 
FAD+Mo (1:1), Hydroquinone ��� Methylviologen) �����.�������#
�2������+���"2�2"�
�����1*�+



 

 

                          3.6.7 ��	
��
	�
5+
7.�=�)�����
��	*2.��;<7:;�.%�%��2*	.��.76��=�	��7���

�9>-��71%�
� 3 
�������������#(���1*�+�����#((��)
#3�3��+ MOPS-NaOH pH 7.5 ���
#3�3��+ 

MOPS-NaOH pH 7.5 ����� 10% acetone ������(
��( 1.5 ml &�2��"� 300 µl 
������4%�� �2"��� K 
��� -80, -20, 0, 4, RT(30), 40, 50, 60 ��� 70 °C ��� 1 ?#��B�� ������������#(�2������+���"2�2"�
	
��� �4%�� �2�&'�&���#)�����.�������"2�2"�
�����1*�+�����#((��)
#3�3��+"����#��������"�"���
�#�����C2"2 (p<0.05) ("������� 18 ���.���) B()����4%�� �2 40°C �����#(���1*�+ NR �����C
������1(�(�����4(���� �����?4(��
�4�(�4%�� �2����,RT) �#���������#(�����#((��)
#3�3��+ MOPS 
-NaOH pH 7.5 ���
#3�3��+ MOPS-NaOH pH 7.5 ����� 10% acetone (#�� &��� 3.28 �"������
��           
����4%�� �2� ����������.�������"2�2"�
�����1*�+�(���������4%�� �2 70°C ���1*�+1�������C
������1(���)  
%��4%�� �2���"������� RT ��.�������"2�2"��(���?���#� B() -80 °C  ��.����         
���"2�2"�"����4( ���������� 0, -20 ��� 4 °C "�����(#
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.28 .����/A�$�������C�)�
�������#(�)�
���1*�+1��"�"��(#���������#((��)
#3�3��+

MOPS-NaOH pH 7.5 ��� MOPS-NaOH pH 7.5 ����� 10% acetone �����C �
������4%�� �2
"��� K  
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3.6.8 ��	
��
	�
5+
7.�=�)�����
��	*2.��;<7:.76��=�	��7����9>-��71 40 ºC ���

�8)8.+�
%�
� 3 	*� 
�����1(�.����/A�$�������C�)�
�������#(���1*�+ NR ����4%�� �2"��� K (#�
��

��� 3.6.9 �A�1(�������/A�$���)���������?������
��"����#�"�����"2�2"�
�����1*�+	
��� ��)�����
����?������
��"����#���.�������"2�2"�
�����1*�+�"�"����#�����C2"2 (p<0.05) ("������� 19 
���.���) B()�����
���&'����� 30,  60 ��� 90 ���� ��.�������"2�2"�
�����1*�+�	2��
A��*A�������
�����#
  1.230±0.056, 1.010±0.063, 0.901±0.010 nmole/min/mg protein "�����(#
 ���B()?4(
��
�4�����������#
  0.726±0.017 nmole/min/mg protein �"�������� 120 ���� ��.�������"2�2"�
��
���1*�+ NR �(������� 0.534±0.003 nmole/min/mg protein ��(������:���� ���
�������#(����
�2������+���"2�2"�����4%�� �2���� (30 ºC) ���������1*�+ NR ��������) Synechococcus sp. ������
1(�(�
A�����(�����4(�����
���&'����� 30 ���� �"�C��
�����CA� 2 ?#��B������.�������1*�+���)���	
�A�������1(����)�� (� &��� 3.29)    
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.29  ���"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#���������
�������#(����4%�� �2 40 ºC �������"��� K �#�    
 



 

 

3.6.9 ��	
��
	�
5+
7A�
.�
8���(��%1��2�%��.��;<7:;�.%�%��2*	.��,��
�

�	*2-)
�2�+)+1i�  ELISA (��2*2(���%
7+1i���� Towbin (�85>8  (1979) 
������������
��
���*��+������)*A�������1*�+ NR ����"2(�) ������&N2�2�2)� cross 

reaction �#
���"2
�(�"�� ���1*�+ NR 
��
���B	( �����/A�$�����
��?4(�(��
����&'����
���( K �� 3 *��� B()���(��� 1 1�������
��(��)���"2
�(�"�����1*�+ NR ���
���B	(             
(1º antibody) ������"2
�(�"�� IgG 
�����"��)���)A("2(�#
�#
��"�"
�����1*�+ alkaline 
phosphatase (2º antibody) ���(��� 2 
��(��) 1º antibody �	�)��)����(�)� ���(��� 3 
��(��) 2º 
antibody �	�)��)����(�)� ������(��� 4 
���#�� 1º antibody ��� 2º antibody ����4����()���(��)
�#
��"�"
�����1*�+ alkaline phosphatase "���2>������
����� 2.4.12.11 	
��� ���(��� 1, 2 ��� 
3 1����2(������ �������(��� 4 ��2(������?#(��� (� &��� 3.30) *A����(�CA������2(&N2�2�2)�����#
�#�
����������"2
�(��#
����
��
���*��+������)*A�������1*�+ NR ����"2(�) � (#��#�������2( 
&N2�2�2)�(#��������"��������1*�+ NR, 1º antibody, 2º antibody ����#
��"�"
�����1*�+ 
alkaline phosphatase ������������.����/A�$�(#������?�������:����������
������
��
��      
������)�*��+�(��)�?�2( Synechococcus sp. ���������/A�$������1*�+1��"�"��(#��������"2(�) �     
���B��������
�����1*�+1��"�"��(#����(#����������������������#
���1*�+1��"�"��(#������

���B	( 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

������ 3.30   �����2( cross reaction ����������"2
�(�"�����1*�+1��"�"��(#�������
���B	(�#

���1*�+1��"�"��(#�������������)  

 

���(���    1             2            3          4              

                    1         2            3          4 



 

 

3.7 A���
�%�: 

������/A�$�.�
���#
��"�" NaNO3 "�����"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#����  
B()���&N2�2�2)��#
 NaNO3 ��������
��
��"���K ��� 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4 mM 	
��� 
���1*�+1��"�"��(#���� �����/��"�+�

 hyperbola (� &��� 3.31 A) �������������� Vmax ��� 
Km B()����
�)����3�

 Lineweaver-Burk ���������� 1/V ��� 1/[S] (� &��� 3.31 B) 	
��� NR 
����� Km �����#
 NaNO3  �����#
  185 µM ������ Vmax �����#
 200 µmole/min/mg protein 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.31   ���/��"�+
�����1*�+1��"�"��(#���� �

 Hyperbola (A) ����

 Lineweaver-

Burk (B) 

y = 0.9975x + 5.3937
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3.8 ��	
��
	�
+1i�	
�.	E��*	�
�
��	*2-)
�.��;<7:;�.%�%��2*	.�� 

3.8.1 �����	
�.	E��*	�
�
��	*2-)
�����9>-��71%�
�3 
�������:
�����#(�)�
���1*�+ NR �������)�) ���
#3�3��+ MOPS-NaOH pH    

7.5 *A����������"2�2"������#
 0.314±0.115 nmole/min/mg protein ��:
1������4%�� �2"����#���� 
�4%�� �2����,  4, -20  ��� -80 °C �&'������� 7 �#� B()��:
"#��)������2������+���"2�2"��4��#��	���
/A�$�����&���)��&��
�����"2�2"�
�����1*�+ (� &��� 3.32) 	
���1�������C��:
�����#(1�����
�4%�� �2����1(� ��������������������"�����
B()��������#(�����:
1����
�(���
�������
:�
�����#
�
������) (nutrient agar) ����
��1�� 1 ��� 	
�����#���� 2 �#������2��������/A�$������
�	���?�����B�B���
���
������)���2F ��(�CA����&��&����
���?����
������)�A�������������"2�2"����
1(�1���?����"2�2"�
�������#(���1*�+ NR ��������)?�2( Synechococcus sp. �	�)��)����(�)� 

%�����4%�� �2����1�������&��&����
���?���(#������ ������/A�$�	
����4%�� �2��.�������"2�2"�

�����1*�+�������"�"����#�����C2"2 (p<0.05) ("������� 20 ���.���) ������������.���1&    
���"2�2"�
�����1*�+�(��  B()������#���� 7 ���"2�2"�
�����1*�+�����:
1����� 4 °C �(��  56%,       
-20 °C �(�� 46% ������ -80 °C �(��CA� 82 % ��(��������4%�� �2 -80 °C ��.�������"2�2"��(��
�������4((#��#������4%�� �2(#�������A�1����������������:
�#�$������#(�)�
���1*�+1(� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.32 ���"2�2"�
�������#(�)�
���1*�+1��"�"��(#������������)?�2( Synechococcus  

sp. �������:
1������4%�� �2 4, -20  ��� -80 °C �&'������� 7 �#�  
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3.8.2 �����	
�.	E��*	�
�
��	*2-)
�.��;<7:;�.%�%��2*	.��,�	��.<�������

�82*�5+
7.��7���%�
�3 
����(�������&'�����&��)
���)
�����:
�#�$����1*�+��
#3�3��+��#( (50 mM 

MOPS pH 7.5 ����� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF ��� 0.5 mM DTT) �#
�����:
�#�$����1*�+��

#3�3��+���������*���������
��
�� 5, 10, 15 ��� 20 % ����4%�� �2 4 ��� -20 °C �&'����� 1 �(��� 
B()�2������+���"2�2"����#���� 1, 4, 7, 10, 14, 20, 25 ��� 30 
���(��� 	
��� �������:
�����#(1��
��
#3�3��+����������
��
��
������*��������4%�� �2"����#�  ���.�������"2�2"��������"�"���
�#�����C2"2 (p<0.05) ("������� 21 ���.���)  B()�����#(����) ���
#3�3��+���1��������*����.��
�) ������"2�2"�"�������(���)�����(��:����������#(����) ���
#3�3��+���������*�����#������4%�� �2  4 
��� -20 °C �����������)
���)
���"����#�	
��� ����4%�� �2 4 ��� -20 °C �����
��
��
�����     
�*������������C��:
�#�$������#(���1*�+1(�(������#
 10% ��� 15% (� &��� 3.33 (A) ��� (B))  
�"�
#3�3��+����������
��
��
������*���� 15 % ����4%�� �2 -20 °C "#���"��#���� 1 CA� 25 �����C
�#�$����"2�2"�1(�(�����4( �"����#���� 30 	
��� 
#3�3��+����������
��
��
������*���� 10 % ���
�4%�� �2 -20 °C ���"2�2"�
�����1*�+� �����4( 
%����
#3�3��+����������
��
��
������*����
� ��4(��� 20 % ��.�������"2�2"�
�����1*�+�(���)�����(��:�    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.33  .�
���4%�� �2��������:
�#�$������#(�)�
���1*�+1��"�"��(#����������*����   
                  (A) �4%�� �2 4 ºC ��� (B) �4%�� �2 -20 ºC  
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3.8.3 �����	
�.	E��*	�
�
��	*2-)
�.��;<7:;�.%�%��2*	.��,� L-Proline ���

�82*�5+
7.��7��� 1 C7�
�: 
�������(�������&'�����&��)
���)
�����:
�#�$����1*�+��
#3�3��+��#( (50 

mM MOPS pH 7.5 ����� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF ��� 0.5 mM DTT) �#
�����:
�#�$����1*�+
��
#3�3��+����� L-Proline �����
��
�� 1 M ����4%�� �2 4 ��� -20 °C �&'����� 1 �(��� 	
��� �����
��:
�����#(1����
#3�3��+��������1���� L-Proline ����4%�� �2"����#�  ���.�������"2�2"�������
�"�"����#�����C2"2 (p<0.05) ("������� 22 ���.���) �������#(���1*�+�����:
��
#3�3��+���1����  
L-Proline ���"2�2"�
�����1*�+�(���)�����(��:����"������������#(���1*�+�����:
��
#3�3��+����� 
L-Proline �#������4%�� �2 4  ��� -20 °C  ��(���� L-Proline ���.����
#3�3��+�����C��:
�#�$�    
���"2�2"�
�����1*�+1(�(�����
#3�3��+���1���� L-Proline  (� &��� 3.34 (A) ��� (B))  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.34  .�
���4%�� �2��������:
�#�$������#(�)�
���1*�+1��"�"��(#������ L-Proline   
     (A) �4%�� �2 4 ºC ��� (B) �4%�� �2 -20 ºC  
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3.8.4 .	E��*	�
�
��	*2.��;<7:(��(-��A
	+1i�	
� freeze dry 

�������������#(���1*�+ NR ����?�
#3�3��+��#("����#���� ?4(��� 1 ��#((��) MOPS-
NaOH pH 7.5 ���?4(��� 2 ��#((��) MOPS-NaOH pH 7.5 ����� 10% acetone ��������"2�2"�
��
���1*�+ NR �����#
 0.198 ± 0.003 ��� 0.129 ± 0.019 nmole/min/mg protein "�����(#
 ����� 
freeze-dry (��)������� freeze-dryer �&'����� 2 ?#��B�� 1(������#(�������1&����)��#
 B()�
��
�����#(�"���?4(����&'� 2 ���� *A��������� 1 ����)(��) MOPS-NaOH pH 7.5 ���������� 2 
����)(��) MOPS-NaOH pH 7.5 ����� 5% ����*����	
��� �����������)(��) MOPS-NaOH pH 
7.5 ?4(��� 1 ��������"2�2"������#
 0.006 ± 0.000 nmole/min/mg protein ���?4(��� 2 ��������"2�2"�
�����#
 0.013 ± 0.002 nmole/min/mg protein ���������� 2 *A������)(��) MOPS-NaOH pH 7.5 ����� 
5% ����*���� ?4(��� 1 ��������"2�2"������#
 0.008 ±  0.010 nmole/min/mg protein ���?4(��� 2 �����
���"2�2"������#
 0.032 ± 0.002 nmole/ min/mg protein  ("������� 3.4)  ��(���� 1�������C��:
���
��#(���1*�+ NRB()�������������(��)����2� freeze-dry 1(�       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

%
�
���� 3.4  �&��)
���)
���"2�2"�
�����1*�+1��"�"��(#�������������#������� freeze-dry ������������#(�����#(�������)�����#((��)
#3�3��+���
"����#�                                                                                                                                                                                                                                                          

 
������� freeze dry ��#���� freeze dry 

��#(���1*�+(��) MOPS-NaOH buffer ��#(���1*�+(��) MOPS-NaOH buffer ����� 
10% acetone 
���&��)
���)
 ��#(���1*�+(��) 

MOPS-NaOH buffer 

��#(���1*�+(��) 
MOPS-NaOH buffer 
����� 10% acetone 

����)(��) MOPS-
NaOH buffer 

����)(��) MOPS-
NaOH buffer ����� 
5% glycerol 

����)(��) MOPS-
NaOH buffer 

����)(��) MOPS-
NaOH buffer ����� 
5% glycerol 

 
NR specific activity 
(nmole/min/mg protein) 
 

0.198±0.003 0.129±0.019 0.006±0.000 0.008±0.001 0.013±0.002 0.032±0.002 

 

��� NR specific activity �����������&'�����k���) ± ����
��)��
���"�b�����"#��)��������� 3 *���



 

 

3.9 ��	
��
	�
	
�C5��(�8�
	�
��
2*��1+5��C�;�2:�
���+����)�� nar 

��
-�*�.��;<7: NR ,��
-��
)0�12 Synechococcus sp. 

3.9.1 ��	
���	(��;��.7��:��
-�*�C5����+����)�� nar ,��
-��
).<��:

.2��)+0�12 Synechococcus sp. 
����������

1	�����+�����#
B�������
��)��  nar    *A���&��&'���#�
��

���1*�+ NR  ��2����������
������(#
�2����B�1�(+
��)�� nar 
���2����?��2"��4��  Cyanobacteria  
������������/A�$����������>�����)�� (GenBank) B().���b��
��� �  NCBI  (National  Center  
For  Biotechnology  Information ) (http:www.ncbi.nlm.nih.gov)  �������
��� ����1(����#(���)�  
����&��)
���)
�#�B()�?�B&�����  ClustalX (version 1.81)  (#�� &��� 3.35 ���
��� �	
������(#
               
�2����B�1�(+
��)�� nar �����#
���1*�+  NR  ��
�2��%��4�#�$+ (Conserve  region)  ���)"�������  
����#�������"��������2����B�1�(+��
�2��%��4�#�$+ (�C
��(��)  (#������ *A����)�� nar ���             
1(������
�2��% CT(C/T)TGTCC(C/T)TA(C/T)TGTGGTGT �����#
�&'� Forward primer I, 

�2��% TGATGCCAACTCCCGC(C/T)T �����#
�&'�  Forward  primer  II, 
�2��%   
GA(A/C)GAGAAC(A/C/G/T)GG(A/C/G/T)GGA  �����#
�&'�  Forward  primer  III,            

�2��% GTGACATTCGGCGGT(A/G)TT �����#
�&'�  Reverse  primer I, 
�2��% 
GGCATACT(C/T)AC(A/C)GC(A/C/T)GGATT  �����#
�&'� Reverse  primer II ���           

�2��% TCGGTGGTTCTGCCAGTC  �����#
�&'�  Reverse  primer  III  "�����(#
 ���(#
�2����B�
1�(+����?����������

1	�����+"���#
���(#
��(���2B�(#���� LCPYCG (Forward primer I), 
DANSRI (Forward  primer  II), REAGG (Forward  primer  III), TAECH (Reverse  primer  I), 
NPAVSM (Reverse  primer  II), LAEPP (Reverse  primer  III)  "�����(#
 *A����(�(#�� &��� 3.36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reward domain I  

Forward domain I  

Forward domain II
��  

Reverse domain I 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reverse domain II 

Forward domain III 

Reverse domain II 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.35  �&��)
���)
���(#
�2����B�1�(+
��)�� nar 
���2����?��2"��4�� cyanobacteria B()�?�
B&�����  ClustalX (version 1.81) �2����?��2"����?��&��)
���)
1(���� Nostoc sp., 
Trichodesmium erythraeum, Oscillatoria sancta, Cyanothece sp. PCC 8801, 
Crocosphaera wastonii ��� Synechococcus elongatus �C
��(�����
�2��%��4�#�$+ 
(Conserve region) ������(#
�2����B�1�(+�����
���(���� 
�2��%����������
����

1	�����+ 

 

Reverse domain III 



 

 

 

       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.36  �&��)
���)
���(#
��(���2B������#
���1*�+ NR 
���2����?��2"��4�� cyanobacteria   

B()�?�B&�����  ClustalX (version 1.81) �2����?��2"����?��&��)
���)
1(���� Nostoc sp., 
Trichodesmium erythraeum, Oscillatoria sancta, Cyanothece sp. PCC 8801, 
Crocosphaera wastonii ��� Synechococcus elongatus �C
��(�����
�2��%��4�#�$+ 
(Conserve  region) ������(#
��(���2B������
���(���� 
�2��%��������������


1	�����+ 

Forward domain I 

Forward domain II 

Reverse domain II 

Reverse domain I 

Forward domain III 

Reverse domain III 



 

 

 3.9.2 �����	
�.�1�7��17
>2�.�E�.�A
	��+����)�� nar ,��
-��
) 

Synechococcus  sp. C2),0�  +1i� RT-PCR (���*��%��.2�)+   
����	2��
�2��%(���:����������
��)�� nar 
��������)  Synechococcus  sp.  B()

�?�1	�����+���1(�����������

"��
�� 3.9.2 B()�?��2>�  RT-PCR  �


#��"���(�)�  (#��2>���
��  
2.4.16.3  	
�����������  PCR  product  ��"�����
.�(��)�������2��:�B��B3��*��
��������
B��  1.5%  �� 1 x TAE  buffer   	
�C
  PCR  product   ����C
  ��� �C
  PCR  product���1(�
&����%  500, 700 ��� 800  � ��
�  (base  pair, bp)  (#�� &��� 3.37  ���  PCR  product ���1(���������

�2�4�>2�B()�?�?4(������
�2�4�>2�  QIAquick  PCR Purification  Kit  (QIAGEN)  ����?���� PCR  
product ���1(��#
(���:���	���  pDrive (QIAGEN)  �	2��&�2��%(���:���� �.�����*��+����
���    
E.coli ��)	#�>4+ DH5α  �������������(#
�2����B�1�(+B()�?��������  Biosystem  377 sequencer           
(Perkin y Elmer, USA) "�����
.�������)����(#
�2����B�1�(+
���)(���:��������
��(&����%  
500, 700 ���  800 bp  ����&'�)��  nar ����1��B()�&��)
���)
�#

��� �
��>�����)��   

������"�����
.�������)����(#
�2����B�1�(+
���)(���:���	
���  (���:������
��
��( 500 � ��
��&'�)��  nar  ��������(#
�2����B�1�(+�����#
  534  bp (� &��� 3.38)  �����C�&�
�&'���(���2B�1(� 178 residues (� &��� 41) ������&��)
���)
�����������#�
�����(#
�2����B�1�(+
���1(��#
�2����?��2"����K 	
��� ���(#
�2����B�1�(+���1(��������������#
)�� nar ����2����?��2"��4��  
Cyanobacteria  �����#
  65-68 % (� &��� 3.39) ����������#
�2����?��2"��4�� Bacteria ���)����  50% 
������&��)
���)
�����������#�
�����(#
��(���2B��#
�2����?��2"����K 	
��� ���(#
��(���2B����
1(��������������#
�2����?��2"��4��  Cyanobacteria  �����#
  67-75 %  (� &��� 3.40) ����������#

�2����?��2"��4�� Bacteria ���)���� 65% ����(���:���
��(&����%  700 ��� 800  bp �&'�)�������

��(�����#
 675 ��� 748 bp "�����(#
��������������"�����
����	
���1���������������#

)��  nar  �"��������������#
)������ K ���2����?��2""��� K ("������� 3.5)  
        

 
 
 
 
 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.37  �

�.�
�� PCR product ��������� RT-PCR �


#��"���(�)������#
)�� nar           

��������)�*��+�(��)�?�2( Synechococcus sp. �)�(��)�2��:�B����*��
��������B�� 
1.5% 
?������ 1 �C
(���:�����"�b�� 100 base pair ladder (QIAGEN) 
?������ 2-4  �C
 PCR product 
��)�� nar *A���?� forward ��� reverse  primer I   

 ?������ 5-7  �C
 PCR product 
��)�� nar *A���?� forward ��� reverse   primer II   
?������ 8-10  �C
 PCR product 
��)�� nar *A���?� forward ��� reverse  primer III   

 
 
 
 

                   
 

bp   1          2            3         4           5          6         7           8          9         10 

1,500 

500 

100 

1,000 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
������ 3.38  ���(#
�2����B�1�(+
���)(���:���
��)�� nar �����
��(�����#
  534  bp (�C�
�) 

 ���(#
��(���2B������#
���1*�+1��"�"��(#���� (�C�����)  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

������ 3.39    �&��)
���)
���(#
�2����B�1�(+
��)�� nar ���2����?��2"��4�� cyanobacteria B()�?� B&�����  ClustalX (version 1.81) �2����?��2"����?��&��)
���)

1(���� Nostoc sp., Trichodesmium erythraeum, Oscillatoria sancta, Cyanothece sp. PCC 8801, Crocosphaera wastonii ��� Synechococcus 
elongatus �C
��(�����
�2��%��4�#�$+ (Conserve  region) 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
������ 3.40  �&��)
���)
���(#
��(���2B������#
���1*�+1��"�"��(#�������2����?��2"��4�� cyanobacteria B()�?� B&�����  ClustalX (version 1.81) �2����?��2"

����?��&��)
���)
1(���� Nostoc sp., Trichodesmium erythraeum, Oscillatoria sancta, Cyanothece sp. PCC 8801, Crocosphaera wastonii ��� 
Synechococcus elongatus �C
��(�����
�2��%��4�#�$+ (Conserve  region)



 

 

%
�
���� 3.5  ��� % Identity 
�����(#
��(���2B�
��(���:��������
��( 675 ��� 748 bp �����
�&��)
���)
�#
��4���2����?��2"?�2("��� K 

 


��((���:��� 
 

% Identity 
 

 
Accession number 

 
?�2(
���2����?��2" 

62   NP 681829 Thermosynechococcus elongatus 
61   YP 478950 Synechococcus sp. 675 bp 
54   YP 464368    Anaeromyxobacter dehalogenans 
74   NP 487765 Nostoc sp. PCC 7120 
74   ZP 00112288 Nostoc punctiforme 748 bp 
74   YP 324056 Anabaena variabilis 




