
3. ผลการทดลอง

 ในการทดลองนี้วัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสดวยวิธี spectrophotometry
โดยการเติมสับสเตรทของปฎิกิริยา แลววัดปริมาณผลิตภัณฑท่ีเกิดขึ้น   ซ่ึงไดแก ไนไทรต ท่ี
เวลาตางๆ นํ าคาที่ไดมาคํ านวณเปนคาแอคติวิตีของเอนไซม

3.1  ผลการศึกษาการทํ างานของเอนไซมไนเทรทรีดักเทสและความสัมพันธกับ
      ปริมาณไนเทรตที่สะสมอยูในใบขาวไร
        การศึกษารูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส จากใบขาวไรสายพันธุ
กูเมืองหลวง  ดอกพยอม  และ ขาวดอกมะลิ105 ท่ีปลูกในดิน และไดรับแสงแดดตามธรรม
ชาติ  (ปลูกในชวงตนเดือนมิถุนายน –ปลายเดือนกันยายน)  โดยตัดใบขาวในชวงเวลา
10.00น.-11.00น. นํ ามาวัดแอคติวิตีของเอนไซมในใบขาวที่มีอายุการปลูกตางๆกัน ตั้งแต
เริ่มลงปลูกจนถึงระยะตนขาวเริ่มแตกกอ และเปรียบเทียบปริมาณไนเทรตที่สะสมอยูในใบ
ขาวไรท้ังสามสายพันธุ พบวา ระดับแอคติวิตีในใบขาวทั้งสามสายพันธุจะมีคาสูงสุดในชวง
แรกของการปลูก  และจะมีการเปลี่ยนแปลงขึ้นๆลงๆ จากระดับเดิมจนอยูในระดับตํ่ าคอน
ขางคงที่เมื่อตนขาวมีอายุ 45 - 53 วัน  (รูปท่ี 10-A) โดยขาวไรพันธุดอกพยอมมีคาแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสคอนขางตํ่ าเมื่อเทียบกับอีกสองสายพันธุ  และเมื่อมีการเติมปุย
สูตร 20-20-0 ลงไปในภาชนะปลูก     พบวาตนขาวทั้งสามสายพันธุมีการตอบสนองตอปุย
โดยมีการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสอยางชัดเจน และเมื่อเปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางสายพันธุขาวแลวจะพบวา   ขาวไรพันธุกูเมืองหลวงมีการตอบสนองตอการ
ไดรับปุยมากที่สุดโดยดูจากการมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนมากที่สุด   รอง
ลงมาไดแกพันธุขาวดอกมะลิ105และพันธุดอกพยอมตามลํ าดับ  อยางไรก็ตามการตอบ
สนองของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสามสายพันธุตอปุยที่เติมลงไปครั้งที่ 2 น้ี
จะเปนการตอบสนองใหเห็นเฉพาะในชวงเวลาสั้นๆ และจะมีคาลดลงอยางรวดเร็วภายใน
เวลาไมเกิน 10 วัน

เมื่อพิจารณาปริมาณไนเทรตในใบขาวทั้งสามสายพันธุ (รูปท่ี 10-B) พบวาระดับไน
เทรตที่สะสมในใบขาวจะมีมากที่สุดในชวงตนของการปลูก และปริมาณไนเทรตสะสมนี้จะ
คอยๆลดลงไปเรื่อยๆเมื่อตนขาวอายุเพิ่มมากขึ้น  ซ่ึงขาวทั้งสามสายพันธุมีการแสดงออกของ
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ระดับไนเทรตในรูปแบบที่เหมือนกัน  ตอมาเมื่อไดมีการเติมปุยใหกับตนขาวพบวาระดับ
ปริมาณไนเทรตในใบขาวทั้งสามสายพันธุเพิ่มข้ึน และจะเห็นวามีปริมาณไนเทรตสะสมเพิ่ม
ข้ึนในใบขาวกอนที่จะมีการเพิ่มของแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส โดยขาวพันธุขาว
ดอกมะลิ105มีปริมาณไนเทรตในใบสูงขึ้นมากที่สุด รองลงมาไดแกพันธุกูเมืองหลวง และ
พันธุดอกพยอม  อยางไรก็ตามปริมาณไนเทรตที่เพิ่มข้ึนจะคอยๆลดลงตอไปอีกเมื่อตนขาวมี
อายุมากขึ้น
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รูปที่ 10  แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาว ( รูป A ) และปริมาณไนเทรต
               ในใบขาว (รูป B) ท่ีอายุตนขาวตางๆกัน : พันธุดอกพยอม (▲,∆ ), พันธุกู-
              เมืองหลวง ( , ) และพันธุขาวดอกมะลิ105 105 ( , )  คาที่
              แสดงเปนคาเฉลี่ย + SE. จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า

            ลูกศร (↓)  แสดงวันที่มีการเติมปุยสูตร 20-20-0 ปริมาณ 2 กรัม/ถัง
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3.2  ผลการศึกษาอิทธิพลของสิ่งแวดลอมตอแอคติวิตี ของเอนไซมไนเทรต
 รีดักเทส

      3.2.1  รูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในชวงวัน
                  จากการวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรสายพันธุกูเมือง-
หลวงซึ่งปลูกในดิน และไดรับแสงตามธรรมชาติท่ีเวลาตางๆกันทุก 3 ช่ัวโมงในรอบหนึ่งวัน
พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมน้ีมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา (รูปท่ี 11)โดยคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบจะมีคาเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วภายหลังจากเวลา 06.00 น. ซ่ึงเปน
ชวงเวลาที่ตนขาวเริ่มไดรับแสง และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมสูงที่สุดเมื่อเวลา 12.00 น.
หลังจากนั้นแอคติวิตีของเอนไซมจะคอยๆลดลงในชวงบายไปจนมีคาตํ่ าคอนขางคงที่ในชวง
เวลาหลังจาก 18.00 น.ซ่ึงเปนชวงเวลากลางคืน  แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน
ชวงเวลาหลังจาก 21.00 น.จะมีคาตํ่ ามากอยางชัดเจนตลอดทั้งคืน เมื่อเทียบกับคาแอคติวิตี
ในชวงเวลากลางวัน

สํ าหรับรูปแบบการแสดงของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในหนึ่งวันในตนขาวกลุมท่ี
ปลูกในระบบไฮโดรโพนิคพบวาในใบขาวมีการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน
ลักษณะที่คลายคลึงกับกลุมท่ีปลูกตามธรรมชาติ น่ันคือ  มีการเพิ่มของแอคติวิตีของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทสสูงขึ้นเมื่อไดรับแสง  และมีคาสูงที่สุดที่เวลาเที่ยงวันจากนั้นคาแอคติวิตีจะ
คอยๆลดลงจนอยูในระดับตํ่ าในชวงเวลาที่ตนขาวไมไดรับแสง  อยางไรก็ตามจากการศึกษา
คาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสวนของรากขาวพบวา มีคาแอคติวิตีของเอนไซม
ตํ่ ามากคือไมเกิน  2.0x 10-5µmol/min/mg proteinซ่ึงมีคาใกลเคียงกับคาตํ่ าสุดของแอคติวิตี
ของเอนไซมภายในสวนของใบ    นอกจากนี้รูปแบบการแสดงออกของแอคติวิตีของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทสในรากขาวยังมีลักษณะที่แตกตางอยางชัดเจนจากแอคติวิตีของเอนไซมใน
สวนใบทั้งในกลุมท่ีปลูกในหองทดลอง

50



      รูปที่ 11   แสดงคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง
                      ท่ีปลูกในดินที่มีไนเทรต 2.67µmolตอน้ํ าหนักดินแหง 1 กรัมและไดรับแสง
                      ตามธรรมชาติ( ),ท่ีปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรHoagland ‘s solution
                      ความเขมขน  ¼ เทา และไดรับแสง 270 µmol.m-1s-1 เปนเวลา 12 ช่ัวโมง
                      ตอวัน; ใบ ( ), ราก(∆) คาที่ไดเปนคาเฉลี่ยจากจํ านวนตัวอยาง 6 ซ้ํ า + SE.
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       3.3.2    ผลของชวงเวลาที่ไดรับแสงและความสมบูรณของธาตุอาหารตอการ
         ทํ างานของ เอนไซมไนเทรตรีดักเทส

         การศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบ
ขาวไรท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิค  โดยตนขาวไดรับธาตุอาหารแตกตางกันคือ กลุมท่ีไดรับ
ธาตุอาหารที่สมบูรณ (สูตรอาหาร Hoagland’s solution ความเขมขน ½ เทา) และกลุมท่ีได
รับแรธาตุอาหารในปริมาณนอย (สูตรอาหาร Hoagland’s solution ความเขมขน 1/20 เทา)
เมื่อนํ าตนขาวทั้งสองกลุมไปปลูกใหไดรับแสง 12 ช่ัวโมงตอวันกับ 10 ช่ัวโมงตอวันจากนั้นได
เก็บตัวอยางใบขาวเมื่อตนขาวมีอายุได 2 สัปดาห โดยระหวางการปลูกไดเปลี่ยนอาหารทุกๆ
4วัน  และเปลี่ยนอาหารใหมครั้งสุดทายแกตนขาว 12 ช่ัวโมงกอนเก็บตัวอยางใบขาว  พบวา
คาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวกลุมท่ีไดรับแสง 12 ช่ัวโมงตอวัน (รูปท่ี 12-
A) ในกลุมของตนขาวที่ปลูกโดยไดรับธาตุอาหารสมบูรณจะมีแอคติวิตีสูงกวากลุมท่ีปลูกใน
สารละลายธาตุอาหารที่มีธาตุอาหารปริมาณนอยในทุกชวงเวลา  และ เมื่อเปรียบเทียบรูป
แบบการแสดงออกของทั้งสองกลุมน้ี พบวาตนขาวที่เติบโตโดยไดรับธาตุอาหารในปริมาณ
นอยมีการเพิ่มของแอคติวิตีของเอนไซมไปยังจุดสูงสุดในชั่วโมงที่ 6 หลังจากไดรับแสง และ
ลดลงไปเรื่อยๆ ในชั่วโมงถัดไป จนอยูในระดับท่ีคอนขางคงที่ภายหลังจากไมมีแสง  ในขณะ
ท่ีกลุมท่ีไดรับธาตุอาหารอยางสมบูรณพบวามีการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
อยางรวดเร็วหลังจากเริ่มไดรับแสงในชั่วโมงที่ 3 และคาแอคติวิตีจะคอนขางคงที่ไปจนถึงชั่ว
โมงที่ 9 หลังจากเริ่มไดรับแสง จากนั้นจึงลดลงและอยูในระดับคอนขางคงที่ในที่มืดโดยแอค
ติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจะมีคาลดลงตํ่ าที่สุดในชั่วโมงที่ 9 ของการอยูในที่มืด
สํ าหรับตนขาวในกลุมท่ีปลูกโดยไดรับแสง 10 ช่ัวโมงตอวัน (รูปท่ี 12-B) พบวา เอนไซมไน
เทรตรีดักเทสในกลุมตนขาวที่เติบโตโดยไดรับธาตุอาหารปริมาณมากมีคาแอคติวิตีสูงกวา
กลุมท่ีไดรับธาตุอาหารปริมาณนอย

นอกจากนี้เมื่อพิจารณารูปแบบการแสดงออกของเอนไซมในหนึ่งวัน พบวาตน
ขาวกลุมท่ีเติบโตในสารละลายธาตุอาหารที่มีปริมาณธาตุอาหารนอยจะมีคาแอคติวิตีเพิ่ม
ข้ึนเรื่อยๆหลังจากเริ่มไดรับแสง และมีคาสูงสุดที่ในชั่วโมงที่ 6 ของการไดรับแสงจากนั้นจะ
คอยๆลดลงอยูในระดับคอนขางคงที่ในที่มืด  ในขณะที่ตนขาวกลุมท่ีเติบโตในสารละลาย
ธาตุอาหารที่มีปริมาณธาตุอาหารมาก พบวามีลักษณะการแสดงออกเหมือนในชุดที่ไดรับ
แสง 12 ช่ัวโมงตอวัน  คือ จะมีการเพิ่มของแอคติวิตีอยางรวดเร็วภายในชั่วโมงที่ 3 หลังจาก
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ไดรับแสง และคาจะคอนขางคงที่ไปจนถึงชั่วโมงที่ 9 ของการไดรับแสง จากนั้นในชั่วโมงที่
10 ซ่ึงเปนชวงสิ้นสุดการไดรับแสง พบวาคาแอคติวิตีจะคอนขางคงที่ และลดลงตํ่ าที่สุดในชั่ว
โมงที่ 11 ในที่มืด อยางไรก็ตามการเปรียบเทียบคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสระ
หวางกลุมท่ีไดรับแสงตางกัน พบวาพืชท่ีไดรับแสง 12 ช่ัวโมงตอวันจะมีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากกวากลุมท่ีไดรับแสง 10 ช่ัวโมงตอวันแมวาจะไดรับธาตุอาหาร
ในความเขมขนระดับเดียวกันก็ตามซึ่งจะเห็นไดชัดในพืชท่ีไดรับธาตุอาหารระดับตํ่ า (เสน
ประ)
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รูปที่ 12   แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง
            อายุ 2สัปดาหท่ีปลูกในสารละลายธาตุอาหาร Hoagland ‘s  solution
            ความเขมขน ½ เทา(high nutrient, เสนทึบ) และความ เขมขน 1/20
            เทา (low nutrient, เสนประ)โดยไดรับแสง 270 µmol.m-1.s-1 เปน
            เวลา12ช่ัวโมงตอวัน(A) และ 10 ช่ัวโมงตอวัน (B) ขอมูลท่ีไดเปนคา
           เฉลี่ย + S.Eจากจํ านวนตัวอยาง 4 ซ้ํ า
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3.2.3   ผลการเติมอากาศในระบบการปลูกในสารละลายธาตุอาหารตอการ
         ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                     การศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางระหวางการเติมอากาศใหกับระบบปลูก
 และ ไมเติมอากาศใหกับระบบปลูก โดยพิจารณาจากการวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรี-
ดักเทสในใบ และรากตนขาวพันธุกูเมืองหลวง (เก็บตัวอยางพืชในชวงเวลา 11.00 -12.00
นาฬิกา จํ านวน 3 ซ้ํ า) ในชวงที่ยังเปนตนออน พบวากลุมตนขาวที่มีการเติมอากาศใหแก
ระบบปลูกซึ่งเปนการเพิ่มปริมาณอากาศในสารละลายมีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสในใบตํ่ ากวากลุมท่ีปลูกโดยไมไดมีการเติมอากาศ (รูปท่ี13) โดยสามารถสังเกตความ
แตกตางไดอยางชัดเจนตั้งแตเริ่มนํ าตนขาวลงปลูกแลวได 7 วัน สํ าหรับคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสวนรากขาวพบวามีคานอยมากเมื่อเทียบกับในสวนของใบ นอก
จากนี้คาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในชวงแรกของการปลูกในสวนของรากที่ปลูก
ในระบบที่มีการเติมอากาศยังมีระดับไมแตกตางจากแอคติวิตีในรากขาวในกลุมท่ีไมไดเติม
อากาศใหกับระบบปลูก อยางไรก็ตามเมื่อตนขาวอายุเพิ่มมากขึ้น จะเริ่มเห็นความแตกตาง
ระหวางแอคติวิตีในรากตนขาวระหวาง 2 กลุมน้ีได โดยเห็นความแตกตางไดชัดเจนในชวง
สัปดาหท่ี 2 ของการปลูก

    จากการเปรียบเทียบขนาดของตนขาว ท้ังในกลุมท่ีปลูกโดยเติมอากาศใหกับ
ระบบปลูก  และกลุมท่ีไมไดเติมอากาศ  โดยพิจารณาจากความสูงของลํ าตน (วัดจากโคน
ตน ถึง สวนที่สูงที่สุดของตน) และ ความยาวราก (วัดจากโคนรากถึงปลายรากสวนที่ยาวที่
สุด) รวมทั้ง ปริมาณไนเทรตที่สะสมในสวนใบและรากของแตละกลุม  โดยคิดเปนคาเฉลี่ย
จากจํ านวน 6 ซ้ํ า + คาความแปรปรวน (รูปท่ี 14) พบวา  ตนขาวในกลุมท่ีปลูกโดยมีการเติม
อากาศใหกับระบบ มีความสูงของตนความยาวของรากโดยเฉลี่ยไมแตกตางจากกลุมท่ีไม
เติมอากาศอยางมีนัยสํ าคัญ สํ าหรับปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบขาวและในรากพบวา ไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญระหวางกลุม อยางไรก็ตามจะพบวา ตนขาวจากทั้งสองกลุม
มีปริมาณไนเทรตในรากโดยเฉลี่ยสูงกวาในใบ
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       รูปที่ 13     แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวงซึ่งปลูก
                       ในระบบไฮโดรโพนิคในสารละลายธาตุอาหารสูตร  Hoagland’s solution
                       ความเขมขน¼เทาในกลุมท่ีปลูกโดยมีการเติมและไมเติมอากาศใหกับระบบ   
                       ( , )และแอคติวิตีของเอนไซมไนเทตรีดักเทสในรากที่เติมอากาศและไมเติม
                       อากาศใหกับระบบ( ,∆)คาที่ไดเปนคาเฉลี่ย + S.E.จากจํ านวนตัวอยาง3 ซ้ํ า
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      รูปที่ 14  ความสูงของตนขาว ความยาวราก และปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบและราก
                     ของตนขาวพันธุกูเมืองหลวงที่ปลูกในระบบไฮโดรโพนิคเปนเวลา 16 วันในสาร
                     ละลายธาตุอาหารสูตร  Hoagland’s solution ความเขมขน ¼ เทาในกลุมท่ี
                     ปลูกโดยมีการเติมอากาศ (  )และไมเติมอากาศ ( )ใหกับระบบ
                     คาที่ไดเปนคาเฉลี่ย + S.E. จากจํ านวน ตัวอยาง 6 ซ้ํ า
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3.3   ผลของไนโตรเจน ในรูปของ ไนเทรต  แอมโมเนียม  และไนเทรตรวมกับ
       แอมโมเนียม
        จากการศึกษาเบื้องตนถึงวิธีการปลูกขาว และ ชวงเวลาที่เหมาะสมในการเลือกเก็บตัว
อยางใบขาวแลว (ปลูกโดยไมตองเติมอากาศเพิ่ม และเก็บตัวอยางในชวงเวลาเที่ยงวัน) จึง
ไดนํ ามาประยุกตใชในการศึกษาผลของไนโตรเจนที่เปนธาตุอาหารพืชในรูปแบบตางๆกัน
ไดแกไนเทรต ,แอมโมเนียม หรือ ไนเทรตรวมกับแอมโมเนียม   ตอการทํ างานของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสในตนขาวไรสามสายพันธุ เพื่อเปรียบเทียบความแตกตางของชนิดปุย และรูป
แบบการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส(แอคติวิตี)เมื่อไดรับปุยในขาวแตละสายพันธุ
ซ่ึงจะนํ าไปสูการเลือกใชปุยในการปลูกขาวไรตอไป

3.3.1 ผลของการไดรับไนโตรเจนในรูปของไนเทรตตอการทํ างานของเอนไซม
          ไนเทรตรีดักเทสในใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 พันธุดอกพยอมและ
          พันธุกูเมืองหลวง

                จากการทดลองปลูกขาวทั้งสามสายพันธุ ไดแก พันธุขาวดอกมะลิ 105  พันธุกู
เมืองหลวง และ พันธุดอกพยอมในระบบไฮโดรโพนิค  โดยใหแหลงไนโตรเจนที่ตนขาวไดรับ
อยูในรูปของไนเทรตความเขมขนตางๆกัน คือ 0, 1.25, 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร  เก็บตัวอยาง
ใบขาวในชวงเวลา 11.00น.-13.00น. จํ านวนตัวอยางละ 3 ซ้ํ า และสารละลายธาตุอาหารพืช
จะเตรียมในตอนแรกเพียงครั้งเดียว จากนั้นปรับปริมาตรและคาพีเอชของสารละลายธาตุ
อาหารทุกวันเพื่อรักษาสภาพไอออนตางๆในสารละลาย เก็บตัวอยางใบขาวในชวงอายุการ
ปลูกตางๆกัน นํ ามาหาคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  พบวา ขาวทั้งสามสายพันธุ
มีการแสดงออกแตกตางกัน คือ ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 (รูปท่ี15)  เมื่อไดรับอาหารที่มีไน
เทรตความเขมขน 5 มิลลิโมลารจะมีการตอบสนองอยางรวดเร็วโดยเพิ่มแอคติวิตีข้ึนสูงใน
เวลาชวงสั้นๆ   จากนั้นจะลดลงและเพิ่มข้ึนอีกครั้งแตอยูในระดับท่ีตํ่ ากวาแอคติวิตีท่ีเพิ่มข้ึน
ครั้งแรก ซ่ึงตางจากตนขาวที่ไดรับไนเทรต  1.25 มิลลิโมลาร และ 2.5 มิลลิโมลาร คือในสอง
กลุมดังกลาวมีแอคติวิตีของเอนไซมเพิ่มข้ึนเรื่อยๆโดยไมมีการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวง
เวลาสั้นๆเหมือนกลุมแรก อยางไรก็ตามแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวที่ได
รับไนเทรตทั้งสามความเขมขนจะมีคาลดลงหลังสัปดาหท่ี 2 ของการปลูกเหมือนๆกัน
สํ าหรับใบขาวกลุมท่ีไมไดรับไนโตรเจนเลยพบวาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีคา
นอยมากตลอดระยะเวลาการปลูกอยางไรก็ตามยังสามารถเห็นแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรต
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รีดักเทสไดเล็กนอยแมจะไมมีไนเทรตในสารละลายโดยสามารถวัดไดในชวงประมาณวันที่ 
10 ของการปลูก (<0.3 nmol/min/mg protein) และหลังจากที่แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสในใบขาวทุกกลุมลดลงในระดับใกลเคียงคาศูนย  เมื่อไดทดลองใหสารละลายธาตุ
อาหารที่เตรียมใหมอีกครั้งพบวา      แอคติวิตีของเอนไซมในใบขาวสามารถเพิ่มข้ึนไดอีกครั้ง
โดยขึ้นอยูกับระดับปริมาณไนเทรตที่ไดรับ

สํ าหรับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวพันธุดอกพยอม (รูปท่ี 17)
พบวา  การไดรับไนเทรตปริมาณความเขมขนที่ตางกันมีผลใหตนขาวทั้งสามกลุมท่ีไดรับไน
เทรต 1.25 , 2.5 และ 5 มิลลิโมลารมีการเพิ่มแอคติวิตี 2 ครั้ง  โดยครั้งแรกจะเกิดขึ้นอยาง
รวดเร็วภายในชวงเวลา  4 วันของการไดรับอาหาร และจะลดลง  โดยอัตราการเพิ่มแอคติวิตี
ของเอนไซมในครั้งแรกนี้มีความสัมพันธกับระดับไนเทรตที่ไดรับ น่ันคือเมื่อไดรับไนเทรต
ความเขมขนสูงจะมีการเพิ่มของแอคติวิตีของเอนไซมอยางรวดเร็วตามไปดวย  และการเพิ่ม
แอคติวิตีจะไมมากเมื่อมีความเขมขนของไนเทรตลดลงมา  อยางไรก็ตามหลังจากมีการเพิ่ม
ของแอคติวิตีในชวงแรกแลว แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวในกลุมท่ีไดรับไน
เทรตทั้งสามความเขมขนจะคอยๆ เพิ่มข้ึนอีกครั้งแลวเริ่มลดลงในสัปดาหท่ี 2    โดยจะลดลง
ไปเรื่อยๆ จนอยูในระดับศูนย แตจะสามารถเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมข้ึนมาไดอีกครั้งเมื่อได
รับธาตุอาหารที่มีไนเทรตเพิ่มอีก  สํ าหรับขาวในกลุมท่ีปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่ไมมีไน
เทรต พบวามีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพียงเล็กนอย (<0.1nmol/min/mg
protein) ในชวง 10 วันแรกของการปลูก

สํ าหรับขาวในสายพันธุกูเมืองหลวง (รูปท่ี 19 ) พบวา  ตนขาวในกลุมท่ีมีไนเทรตอยู
ในสารละลายธาตุอาหาร จะมีการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสโดยไมมีลักษณะ
การเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเมื่อไดรับปริมาณไนเทรตมากเหมือนกับขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 
และพันธุดอกพยอม  คาแอคติวิตีท่ีเพิ่มข้ึน จะมีความสัมพันธกับระดับไนเทรตในสารละลาย
ธาตุอาหาร คือ กลุมท่ีไดรับไนเทรต 5 มิลลิโมลารจะมีคาแอคติวิตีสูงที่สุดในขณะที่เวลาเดียว
กันนั้นคาแอคติวิตีของเอนไซมในกลุมท่ีไดรับไนเทรตนอยจะมีคาตํ่ าลงมาตามลํ าดับ สํ าหรับ
ตนขาวในกลุมท่ีปลูกโดยไมไดรับธาตุอาหารไนโตรเจนเลยพบวามีแอคติวิตีของเอนไซมตํ่ า
มากโดยคาที่มากที่สุดของแอคติวิตีในกลุมน้ีมีคาตํ่ ากวา 0.1nmol/min/mg protein อยางไร
ก็ตามพบวาขาวพันธุกูเมืองหลวงมีลักษณะเหมือนกับอีกสองสายพันธุแรกคือ  ภายหลังจาก
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ท่ีแอคติวิตีของเอนไซมลดลงเหลือศูนยแลว คาแอคติวิตีของเอนไซมยังสามารถเพิ่มไดอยาง
รวดเร็วเมื่อไดรับอาหารที่มีไนเทรตอีกครั้ง

จากการเปรียบเทียบระดับคาปริมาณไนเทรตที่สะสมในสวนใบของตนขาวทั้งสาม
สายพันธุ (รูปท่ี 16-A, 18-A และ 20-A) พบวา ปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบมีการเปลี่ยน
แปลงลดลงเล็กนอยตลอดชวงเวลาที่ปลูก และในจุดที่แอคติวิตีของเอนไซมลดลงมากที่สุด
พบวาปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบยังคงมีคาคอนขางคงที่ แตจะเพิ่มข้ึนไดเมื่อไดรับไนเทรต
เพิ่มเขามาในสารละลายธาตุอาหารและเมื่อพิจารณาถึงระดับปริมาณไนเทรตที่อยูในสาร
ละลายธาตุอาหารที่เวลาตางๆ (รูปท่ี 16-B, 18-B และ 20-B) ควบคูไปกับคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทส  พบวามีลักษณะคลอยตามกัน  คือระดับแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสจะลดลงเมื่อปริมาณไนเทรตในสารละลายธาตุอาหารลดลงดวยและจะพบ
ความสัมพันธในลักษณะเดียวกันนี้ในขาวทั้งสามสายพันธุท่ีทํ าการทดลอง
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        รูปที่15  แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ105  ท่ีปลูก
                       ในระบบไฮโดรโพนิค โดยตนขาวไดรับไนโตรเจนในรูปของไนเทรตความเขม
                       ขนตางๆกัน  ไดแก 0 (x), 1.25 (∆) , 2.5 ( ) และ 5( ) มิลลิโมลารในธาตุ
                       อาหารสูตรดัดแปลงจาก Hoagland’s solution ความเขมขน ½  เทาและ
                       ไดรับธาตุอาหารเดิมอีกครั้งในวันที่ 40 ของการปลูก (↓) โดยคาที่ไดเปนคา
                       เฉลี่ย+S.E. จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
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      รูปที่ 16  ปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105( A ) และปริมาณไน
                      เทรต( B ) ในสารละลายธาตุอาหารที่มีความเขมขนของไนเทรตเริ่มตน 0 (x),
                      1.25 (∆) , 2.5 ( ) และ 5( ) มิลลิโมลาร  ท่ีระยะเวลาการปลูกตางๆกัน คาที่
                     ไดเปนคาเฉลี่ย+S.E. จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
                     ลกูศร ( ↓) แสดงวันที่ไดรับธาตุอาหารเดิมอีกครั้งในวันที่ 40 ของการปลูก
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       รูปที่ 17    แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุดอกพยอมที่ปลูกใน
                        ระบบไฮโดรโพนิคโดยตนขาวไดรับไนโตรเจนในรูปของไนเทรตความเขมขน
                        ตางๆกัน  ไดแก 0 (x), 1.25 (∆) , 2.5 ( ) และ 5( )มิลลิโมลาร ในอาหาร
                       สูตรดัดแปลงจาก Hoagland’s solution ความเขมขน ½  เทาและไดรับธาตุ
                       อาหารเดิมอีกครั้งในวันที่ 40 ของการปลูก (↓) คาที่ไดเปนคาเฉลี่ย+S.E.
                       จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
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   รูปที่ 18  ปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบขาวพันธุดอกพยอม( A ) และปริมาณไนเทรต( B )
                 ในสารละลายธาตุอาหารที่มีความเขมขนของไนเทรตเริ่มตน 0 (x),1.25 (∆) ,
                 2.5( ) และ 5( ) มลิลิโมลาร  ท่ีระยะเวลาการปลูกตางๆกันคาที่ไดเปนคา
                 เฉลี่ย+S.E. จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
                 ลูกศร ( ↓) แสดงวันที่ไดรับธาตุอาหารเดิมอีกครั้งในวันที่ 40 ของการปลูก
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       รูปที่ 19   แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง   ท่ีปลูก
                       ในระบบไฮโดรโพนิค โดยตนขาวไดรับไนโตรเจนในรูปของไนเทรตความเขม
                       ขนตางๆกัน  ไดแก 0 (x), 1.25 (∆) , 2.5 ( ) และ 5( )มิลลิโมลาร ในสาร
                       ละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลงจาก Hoagland’s solution ความเขมขน ½
                      เทาและไดรับธาตุอาหารเดิมอีกครั้งในวันที่ 40 ของการปลูก ( ↓)คาที่ไดเปน
                      คาเฉลี่ย+S.E. จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
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       รูปที่ 20  ปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบขาวพันธุกูเมืองหลวง(A) และปริมาณไนเทรต(B)
                    ในสารละลายธาตุอาหารที่มีความเขมขนของไนเทรตเริ่มตน 0 (x), 1.25 (∆) ,
                    2.5 ( ) และ 5( ) มลิลิโมลาร  ท่ีระยะเวลาการปลูกตางๆกัน  คาที่ไดเปนคา
                    เฉลี่ย+S.E.จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
                    ลูกศร ( ↓) แสดงวันที่ไดรับธาตุอาหารเดิมอีกครั้งในวันที่ 40 ของการปลูก
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3.3.2 ผลของการไดรับไนโตรเจน ในรูปของไนเทรตรวมกบัแอมโมเนียม
         ตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ
         105  พันธุดอกพยอม และ พันธุกูเมืองหลวง

                   จากการทดลองปลูกขาวพันธุขาวดอกมะลิ105  ดอกพยอม และกูเมืองหลวง
ในระบบไฮโดรโพนิค  โดยใหแหลงไนโตรเจนที่ตนขาวไดรับอยูในรูปของแอมโมเนียมไนเทรต
ความเขมขน 0, 1.25, 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร  จากนั้นเก็บตัวอยางจํ านวน 3 ซ้ํ าที่เวลา
11.00-13.00 น.  นํ ามาวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบของขาวทั้งสามสาย
พันธุพบวา ในขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 (รูปท่ี21) แอคติวิตีของเอนไซมมีการเพิ่มข้ึนสองครั้ง
โดยการเพิ่มครั้งแรกมีคาแอคติวิตีตํ่ ากวาครั้งที่สอง    แตคาแอคติวิตีของเอนไซมจะไม
สัมพันธกับระดับความเขมขนของแอมโมเนียมไนเทรตที่ไดรับ   อยางไรก็ตามพบวาคาแอคติ
วิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในกลุมน้ีจะมีคาคอนขางสูงโดยเฉพาะชวงสัปดาหท่ีสองของ
การปลูกจะมีคาแอคติวิตีสูงสุดมากกวา 5 nmol/min/mg protein  ซ่ึงคาดังกลาวจะพบในใบ
ขาวที่ไดรับแอมโมเนียมไนเทรตความเขมขน 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร  และหลังจากสัปดาหท่ี
2 แลวคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจะลดลงจนเปนศูนยภายในเวลา 20 วันนับ
จากวันปลูก สํ าหรับคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวกลุมท่ีไมไดรับ
ไนโตรเจนพบวามีคาตํ่ ามากและจะเห็นแอคติวิตีไดเล็กนอยในชวงประมาณวันที่ 12 ของการ
ปลูก  สํ าหรับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุดอกพยอม (รูปท่ี 22) พบ
วามีลักษณะคลายคลึงกับในพันธุขาวดอกมะลิ105 คือมีการเพิ่มแอคติวิตีสองครั้ง และมีคา
แอคติวิตีสูงสุดในวันที่ 12 ของการปลูก โดยคาแอคติวิตีของเอนไซมในใบขาวที่ไดรับ
แอมโมเนียมไนเทรตทั้ง 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร มีคาไมตางกันคืออยูในชวง 4 nmol/min/mg
protein     แตจะมีคามากวาในใบขาวที่ไดรับแอมโมเนียมไนเทรต 1.25 มิลลิโมลาร ขณะที่
ใบขาวในกลุมท่ีไมไดรับไนโตรเจนเลยพบวามีแอคติวิตีเพียงเล็กนอยในชวงสิบวันแรกของ
การปลูก  และสํ าหรับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวพันธุกูเมืองหลวง (รูปท่ี
23) พบวามีการเพิ่มข้ึนสองครั้งเชนเดียวกับสองพันธุแรก โดยตนขาวที่ไดรับแอมโมเนียมไน
เทรตในระดับความเขมขน 5 มิลลิโมลาร  จะมีคาแอคติวิตีสูงสุดมากกวา 6 nmol/min/mg
protein ในวันที่ 12 ของการปลูก และในใบขาวกลุมท่ีไดรับแอมโมเนียมไนเทรต 1.25 และ
2.5 มิลลิโมลาร พบวา มีคาแอคติวิตีใกลเคียงกันคืออยูในชวง 2 nmol/min/mg protein  หลัง
จากนั้นคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวจะลดลงภายในวันที่ 20 ของการ
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ปลูก  สํ าหรับกลุมท่ีไมไดรับแอมโมเนียมไนเทรต พบวา     มีแอคติวิตีเพียงเล็กนอยในชวง10
วันแรกของการปลูกเชนเดียวกับในพันธุดอกพยอม

3.3.3 ผลของการไดรับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมตอการทํ างานของ    
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ105พันธุดอกพยอม 
และ พันธุกูเมืองหลวง

     จากการทดลองปลูกขาวไรพันธุขาวดอกมะลิ105  ดอกพยอม และกูเมืองหลวง
ในระบบไฮโดรโพนิคโดยใหไนโตรเจนในสารละลายธาตุอาหารในรูปของ แอมโมเนียมเพียง
อยางเดียวในระดับความเขมขน 0, 1.25, 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร พบวา  ไมมีแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาวทั้งสามสายพันธุ  ตลอดชวงระยะเวลาปลูก 30 วัน
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       รูปที่ 21  แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวพันธุขาวดอกมะลิ105  ท่ีปลูก
                       ในระบบไฮโดรโพนิค โดยตนขาวไดรับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไน
                       เทรต คือมีท้ังไนเทรตรวมกับแอมโมเนียม ความเขมขนตางๆ ไดแก 0 (x),
                      1.25(∆), 2.5( ) และ 5( ) มิลลิโมลารในอาหารสูตรดัดแปลงจาก
                      Hoagland’s solution ความเขมขน ½  เทา      คาที่ไดเปนคาเฉลี่ย+S.E.
                      จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
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       รูปที่ 22   แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุดอกพยอม   ท่ีปลูก
                       ในระบบไฮโดรโพนิค โดยตนขาวไดรับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไน
                       เทรต คือมีท้ังไนเทรตรวมกับแอมโมเนียม ความเขมขนตางๆ ไดแก 0 (x),
                      1.25 (∆) , 2.5 ( ) และ 5( )มิลลิโมลารในอาหารสูตรดัดแปลงจาก
                      Hoagland’s solution ความเขมขน ½  เทา    คาที่ไดเปนคาเฉลี่ย+S.E.
                      จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
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       รูปที่ 23   แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง   ท่ีปลูก
                       ในระบบไฮโดรโพนิค โดยตนขาวไดรับไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไน
                       เทรต คือมีท้ังไนเทรตรวมกับแอมโมเนียม ความเขมขนตางๆ ไดแก 0 (x),
                      1.25 (∆) , 2.5 ( ) และ 5( )มิลลิโมลารในอาหารสูตรดัดแปลงจาก
                       Hoagland’s solution ความเขมขน ½  เทา      คาที่ไดเปนคาเฉลี่ย+S.E.
                      จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
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3.4  ผลการสกัดเอนไซม และทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทส
       จากผลการศึกษาในขอ 3.1 ซ่ึงทราบวาการใสปุยมีผลตอการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทส  ดังนั้นในการสกัดเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวงที่
ปลูกในดิน จึงไดทํ าการใหปุยสูตร 20-20-0แกตนขาวกอนการเก็บใบขาวเปนเวลา7วันเพื่อ
ชักนํ าใหมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากขึ้น

เมื่อนํ าใบขาวไร  150  กรัม มาเตรียม crude extract จะไดโปรตีนในสวนนี้ประมาณ
3,845 มิลลิกรัม มีแอคติวิตีท้ังหมด 2.510 µmol/min  และมี specific activity  6.527 x 10-4

µmol/min/mg protein  จากนั้นเมื่อนํ าสวนของ crude extract ไปตกตะกอนโปรตีนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตใหไดความเขมขน 0-30 % ของความอิ่มตัว และนํ าไปปนที่
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที, 30 นาที นํ าสวนตะกอนโปรตีนมาละลายกลับไดเปน สาร
ละลาย P1(0-30%)นํ าไปหาคาปริมาณโปรตีนได 1360 มิลลิกรัม, yield 42.8% มีแอคติวิตี
ท้ังหมด 1.075 µmol /min และมีคา specific activity 0.825x10-3 µmol/min/mg protein  มี
ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนจากเริ่มตน 1.26 เทา  สวนสารละลายใสที่ไดจากการปนนํ าไปตก
ตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตใหไดความเขมขน30-50%ของความอิ่มตัว   เมื่อ
ปนแลวนํ าสวนตะกอนโปรตีนมาละลายกลับไดเปนสารละลาย P2(30-50%) นํ าไปหาคา
ปริมาณโปรตีนได 1141.36 มิลลิกรัม, yield 46.81% มีแอคติวิตีท้ังหมด 1.175 µmol /min
และมีคา specific activity 1.029 x 10-3µmol/min/mg protein มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนจาก
เริ่มตน1.56 เทา และสารละลายสวนใสที่ไดจากการปนนํ ามาตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตใหไดความเขมขน 50-70%ของความอิ่มตัว หลังจากปนแลวเก็บสวน
ตะกอนมาละลายกลับไดเปนสารละลาย P3(50-70%)  นํ าไปหาคาปริมาณโปรตีนได
1,220 มิลลิกรัม แตไมมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสารละลาย P3 น้ี (ตารางที่2)

จากการทดลองตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในครั้งแรกไดคา
ความบริสุทธิ์คอนขางตํ่ า โดยในการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 0-30%
ของความอิ่มตัว จะไดความบริสุทธิ์ของเอนไซมใกลเคียงกับการใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
30-50 % ดังนั้นจึงไดทํ าการสกัดเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวไรโดยการตกตะกอน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 0 -20% ของความอิ่มตัวและ 20 –50 % ของความอิ่มตัว
พบวาจากการสกัดใบขาวไร 63.96 กรัม ได crude extract ท่ีมีโปรตีน  722.8 มิลลิกรัม  มี
แอคติวิตีท้ังหมด 1.337x10-1µmol/min และมีคาspecific activity1.731 x10-4µmol
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/min/mg protein  เมื่อนํ าสวนที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  0-20 % ของความ
อิ่มตัวมาทดสอบพบวาไมมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  และสวนที่ตกตะกอนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว พบวามีปริมาณโปรตีน 213 มิลลิกรัม
yield 99.62 มีแอคติวิตีท้ังหมด 1.332 x 10-1µmol /min และมีคา  specific activity 6.254 x
10-4µmol/min/mg protein มีความบริสุทธิ์มากกวาตอนเริ่มตน 3.61 เทา
(ตารางที่ 3)
ตารางที่ 2  การทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวไร โดยการตกตะกอน
              โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 0-30%, 30-50% และ 50-70%
              ของความอิ่มตัว (ครั้งที่ 1)

Purification
step

Total  protein
(mg)

Total activity
(µmol/min)

Yield (%) Specific
activity (µ
mol/min/mg
protein)

Purification
(fold)

Leaf extract 3845 2.510 100 6.527 x 10-4 1
P1

[(NH4)2SO4

0-30%of
saturation]

1360 1.075 42.8% 0.825x10-3 1.26

P2
[(NH4)2SO4

30-50%of
saturation]

1141.36 1.175 46.81 1.029 x 10-3 1.56

P3
[(NH4)2SO4

50-70%of
saturation]

1220 - - - -
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ตารางที่ 3  การทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวไร โดยการตกตะกอน
               โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 0-20%, 20-50% และ 50-70%
              ของความอิ่มตัว (ครั้งที่ 2)

Purification
step

Total  protein
(mg)

Total activity
(µmol/min)

Yield (%) Specific
activity (µ
mol/min/mg
protein)

Purification
(fold)

Leaf extract 722.8 1.337x10-1 100 1.731 x 10-4 1
P1

[(NH4)2SO4

0-20%of
saturation]

200 - - - -

P2
[(NH4)2SO4

20-50%of
saturation]

213 1.332 x 10-1 96.63 6.254 x 10-4 3.61

P3
[(NH4)2SO4

50-70%of
saturation]

220 - - - -
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3.5  การยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสบนแผนเจล (activity staining)
       จากการทดลองยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส พบวา ไมสามารถยอมได
เนื่องจากสีชมพูอมมวงที่เกิดจากไนไทรตซ่ึงเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาจับกับสียอม ไมไดติด
อยูตรงสวนเจล  แตกลับแพรกระจายออกมาในสวนของสารละลายที่ยอม  ทํ าใหมีสีชมพูอม
มวงในสารละลาย
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3.6 ผลการศึกษาขอมูลพ้ืนฐาน และคุณสมบัติทั่วไปของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
 จากใบขาวไร

      3.6.1  ผลของอุณหภูมิตอการรักษาสภาพของเอนไซมในตัวอยางที่ยังไมไดสกัด
              ที่อุณหภูมิหอง,อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิ – 20 องศา
              เซลเซียส
                 จากการเก็บตัวอยางใบขาวไรเพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บใบขาวไรท่ีบด
เปนผงดวยไนโตรเจนเหลว  พบวาเมื่อเก็บตัวอยางที่อุณหภูมิหองปรากฎวาเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสสูญเสียแอคติวิตีภายใน 1 วัน  ในขณะที่การเก็บใบขาวที่อุณหภูมิ 4 องศา-เซลเซียส
จะมีผลใหเอนไซมมีความเสถียรอยูไดในชวงเวลา ประมาณ 1 สัปดาหจากนั้น คาแอคติวิตี
ของเอนไซมจะคอยๆลดลงอยางรวดเร็วและหมดลงในชวงเวลาประมาณ 2 สัปดาห  สํ าหรับ
ตัวอยางที่เก็บท่ีอุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส  พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
จะคงที่อยูไดเปนเวลาประมาณ 1 เดือน จากนั้นจะคอยๆลดลงจนหมดในเดือนที่ 2 (รูปท่ี 24)
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       รูปที่ 24   แสดงคา specific activity ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวที่เก็บตัว
                       อยางใบที่อุณหภูมิหอง (◊), อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส( ) และอุณหภูมิ
                       –20 องศาเซลเซียส ( ) คาที่ไดเปนคาเฉลี่ย+S.E. จากจํ านวนตัวอยาง 3 ซ้ํ า
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      3.6.2  ผล PMSF ตอความเสถียรของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract
             จากการวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract ซ่ึงสกัด
ดวย Tris-HCl buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร,pH 7.5 ท่ีมี 1 มิลลิโมลาร   EDTA โดยเปรียบ
เทียบระหวางการเติมและไมเติม 0.5 มิลลิโมลาร  PMSF ซ่ึงเปน proteinase inhibitor ลงใน
บัฟเฟอรสกัดพบวา  หลังจากหมุนเหวี่ยงและนํ า crude extract มาวัดคา specific activity
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในทันที พบวาในกลุมท่ีใส PMSF มีคา specific activity ของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสสูงกวากลุมท่ีไมเติม PMSF  ประมาณ 33 %และเมื่อเปรียบเทียบคา
แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่เวลาตางๆกัน (รูปท่ี 25) โดยเก็บเอนไซมบนนํ้ าแข็ง
ตลอดเวลาการทดลอง  พบวา ใน crude extract ท่ีไมมี PMSF จะมีความเสถียรอยูไมเกิน 1
ช่ัวโมง  ในขณะที่ crude extract ท่ีมี PMSF มีความเสถียรอยูไดนานประมาณ 5 ช่ัวโมง
และมีการสูญเสียแอคติวิตีคอนขางชาเมื่อเทียบกับกลุมท่ีไมเติม PMSF
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       รูปที่ 25     คาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract ท่ีเวลาตางๆกัน
                      โดยเก็บเอนไซมบนนํ้ าแข็งตลอดการทดลอง เปรียบเทียบระหวางการ เติม
                       PMSF 0.5มิลลิโมลาร ( ) และไมเติม PMSF( )
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3.6.3 ผลการเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ผานการทํ าบริสุทธิโดยการ
                 ตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่ม
                 ตัว ในรูปของ dialysate และในรูปที่จับกับเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

        จากการศึกษาวิธีการเก็บเอนไซมหลังจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ 20-50% ของความอิ่มตัว  โดยเปรียบเทียบระหวางการเก็บรักษาเอนไซมในรูปของ
เอนไซมท่ีไดอะไลซ เอาเกลือออกตั้งแตแรก กับเอนไซมในรูปท่ีจับอยูกับ เกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟต 50 % ของความอิ่มตัว โดยนํ ามาไดอะไลซกอนการวัดแอคติวิตี  ในแตละครั้ง  ซ่ึงใน
การเก็บรักษาเอนไซมท้ัง 2 ชุดนี้ไดเก็บบนนํ้ าแข็งตลอดเวลาของการทดลอง (รูปท่ี 26)พบวา
เอนไซมท้ังสองกลุมจะมีความเสถียรของแอคติวิตีในชวงเวลาประมาณ 5 วันหลังจากเริ่ม
ทดลอง  สํ าหรับการเก็บเอนไซมไนรูปท่ีไมไดจับอยูกับเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตจะสามารถ
เก็บรักษาแอคติวิตีของเอนไซมได ไมเกิน 20 วัน ในขณะที่การเก็บในรูปท่ีเอนไซมจับอยูกับ
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต สามารถเก็บรักษาแอคติวิตีของเอนไซมไดนานกวา คือ  ประมาณ
30 วัน
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        รปูที่ 26     คา specific activity ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ผานการตกตะกอน
                        โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว โดยเสนทึบ
                        เปนการเก็บเอนไซมในรูปท่ีเอาเกลือออกกอนเก็บบนนํ้ าแข็ง( ) , เสนประ
                        แสดงการเก็บเอนไซมในรูปท่ีจับอยูกับเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตโดยเอา
                        เกลือออกกอนการวัดแตละครั้ง( )
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      3.6.4  ผลการศึกษาคุณสมบัติ NAD(P)H–bispecificของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
   จากการทดลองพบวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในขาวมีคุณสมบัติเปน NAD(P)H-

bispecific  คือสามารถรับอิเล็กตรอนไดท้ังจาก  NADH และ NADPH  โดยจากการทดลอง
เมื่อนํ าคาความเขมขนของสับสเตรตกับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ไป plot แบบ
Lineweaver-Burk double reciprocal plot เพื่อหาจุดตัดแกน x ซ่ึงเปนจุดเดียวกันกับคา
–1/ Km พบวา คา –1/ K m ของ NADH มีคา  – 54.1 คํ านวณคา Km ได =0.018 มิลลิโมลาร
(รูปท่ี 27), คา –1/Km ของ KNO3  เมื่อใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอนมีคา –9.15 คํ านวณคา
Km ได = 0.109 มิลลิโมลาร (รูปท่ี 28), คา –1/ Km ของ NADPH มีคา  -19.95 คํ านวณคา Km

ได = 0.05 มิลลิโมลาร (รูปท่ี 29)  และ คา –1/Km ของ KNO3  เมื่อใช NADPH เปนตัวให
อิเล็กตรอนมีคา  -0.425 คํ านวณคา Km ได = 2.5 มิลลิโมลาร (รูปท่ี 30)
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รูปที่ 27    saturation curve จากการศึกษา Km ของ NADH ซ่ึงเปนตัวใหอิเล็กตรอนแก
ปฏิกิริยาnitratereductionโดยการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตกตะกอน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 %ของความอิ่ม ตัวโดยการ plot ระหวาง แอคติวิตีของ
เอนไซมกับความเขมขนของสับสเตรท (A), Lineweaver-Burk double reciprocal plot (B)

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0 0.1 0.2 0.3 0.4

mM NADH

ac
tivi

ty (
nm

ol/m
in)

0
5

10
15
20
25
30
35

-60 -40 -20 0 20 40 60
1/mM NADH

nit
rat

e r
ed

uc
tas

e a
cti

vit
y

(1/
nm

ol/
mi

n)
A

  B

83



         รปูที่ 28    saturation curve จากการศึกษา Km ของ KNO3 เมื่อใช NADH เปนตัวให
                       อิเล็กตรอนแกปฏิกิริยา nitrate reductionโดยการทํ างานของเอนไซมไนเทรต
                       รีดักเทสซึ่งไดจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของ
                       ความอิ่มตัวโดยการ plot ระหวาง แอคติวิตีของเอนไซมกับความเขมขนของ
                       สับสเตรท (A),  Lineweaver-Burk double reciprocal plot (B)
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   รูปที่ 29  saturation curve จากการศึกษา Km ของ NADPH ซ่ึงเปนตัวใหอิเล็กตรอน
               แกปฏิกิริยา nitrate reduction โดยการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
               ท่ีไดจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว
               โดยการ plot ระหวาง แอคติวิตีของเอนไซมกับความเขมขนของสับสเตรท (A),
               Lineweaver-Burk double reciprocal plot (B)
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รูปที่ 30    saturation curve จากการศึกษา Km ของ KNO3 เมื่อใช NADPH เปนตัวใหอิเลค
                ตรอนแกปฏิกิริยา nitrate reduction โดยการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
                ซ่ึงไดจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว
                โดยการ plot ระหวาง แอคติวิตีของเอนไซมกับความเขมขนของสับสเตรท (A),
                Lineweaver-Burk double reciprocal plot (B)
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3.6.5  ผลการศึกษาคา pH ทีเ่หมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก-
                เทสใน crude extract และ 20-50% ammonium sulphate precipitate

   จากการศึกษาผลของคา pH ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  โดย
เปรียบเทียบคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ท่ี pH 2.0 – 14.0  ท้ังในสวนของ
crude extract และสวนที่ทํ าบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนโดยการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
20-50 % ของความอิ่มตัว พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมท้ัง 2 กลุมมีคาสูงสุดที่ pH 7.5  
แสดงดังรูปท่ี 31

        รูปที่ 31   ผลของ pH ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  จากใบขาวพันธุกูเมือง
                        หลวงในcrude extract ( ) และในสวนที่ตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
                        แอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว( ) โดยคาที่ไดเปนคาเฉลี่ย
                        + SE. จากการวัด 3 ซ้ํ า
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3.6.6 ผลของ FAD และ molybdenum ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทส

           จากการศึกษาพบวา การเติม  FAD หรือ molybdenum หรือการเติม FAD
รวมกับ Molybdenum มีผลตอการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในชุดควบคุมซ่ึง
ไมมีการเติมสารทั้งสองชนิดนี้  โดยการเติมเฉพาะ 5 ไมโครโมลาร  FAD จะเปลี่ยนคาแอคติวิ
ตีของเอนไซมไดประมาณ 1.4 เทาจากคาแอคติวิตีในชุดควบคุม ขณะที่การเติมเฉพาะ 5
ไมโครโมลาร   molybdenum จะชวยเพิ่มคาแอคติวิตีของเอนไซมไดประมาณ 11 เทาจาก
ชุดควบคุม  และเมื่อเติม ท้ัง FAD และ molybdenum รวมกันอยางละ 2.5 ไมโครโมลาร  
พบวาเอนไซมมีแอคติวิตีเพิ่มข้ึนประมาณ 6 เทาจากชุดควบคุม (รูปท่ี 32)

          จากผลการทดลองที่พบวาการเติม FAD ในสวนผสมที่วัดแอคติวิตี มีผลตอ
การเพิ่มคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  จึงไดทํ าการทดสอบเพิ่มเติมถึงผลของ
FAD ตอการรักษาสภาพของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่สกัดได  โดยนํ าเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว
ซ่ึงเก็บบนนํ้ าแข็ง และมีคา specific activity ของเอนไซมเหลืออยู 0.136 nmol/min/mg
protein  มาทดสอบเปรียบเทียบระหวางการเติม FAD ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร   กับไม
เติม พบวา แอคติวิตีของเอนไซมท้ังสองกลุมหมดไปในชวงระยะเวลาเดียวกันคือ ประมาณ 7
วัน แตในชุดที่เติม FAD มีคาแอคติวิตีของเอนไซมมากกวาชุดที่ไมเติม FAD  ตลอดระยะ
เวลาที่เก็บเอนไซม (รูปท่ี 33)
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          รูปที่ 32    ผลของการเติม 5µM FAD, 5µM molybdenum  และ 2.5µM FADรวมกับ
                         2.5 µM molybdenum ใน assay mixture  ตอคาแอคติวิตีของเอนไซมไน
                         เทรตรีดักเทสโดยคาที่ไดเปนคาเฉลี่ย + SE. จากการวัด 3 ซ้ํ า

0

5

10

15

20

control 5uM FAD 5uM Mo 2.5uM FAD
+2.5uM Mo

  s
pe

cif
ic 

ac
tivi

ty 
(nm

ol/
mi

n/m
g)



         รูปที่ 33  ผลการเติม FAD ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร  ( ) และไมเติม FAD ( )
                         ตอคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีน
                         ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว และเก็บบนนํ้ า
                         แข็ง ท่ีเวลาตางๆ กัน
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3.6.7 ผลของ Mg2+ ทีร่ะดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทส        
จากการศึกษาพบวา Mg 2+ มีผลยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

โดยแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีคาลดลงเมื่อมี Mg 2+ อยูในสวนประกอบที่ใชใน
การวัดแอคติวิตี ซ่ึงจะเห็นวาการใช Mg 2+ ในระดับความเขมขน 10 มิลลิลิโมลารมีผลใหคา
แอคติวิตีของเอนไซมลดลงไดมากกวา 50 เปอรเซ็นตดังตารางที่ 4

ตารางที่ 4  ผลของ Mg2+ ท่ีความเขมขนตางๆ กันตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
                โดยคาที่ไดเปนคาเฉลี่ย + SE. จากการวัด 3 ซ้ํ า

ความเขมขนของ MgCl2 (mM) Nitrate reductase specific activity
(nmol/min/mg protein)

0 0.606 + 0.021
2 0.579 + 0.025
4 0.524 + 0.008
6 0.423 + 0.004
8 0.314 + 0.004

10 0.283 + 0.013

91



3.6.8 ผลการศึกษาผลของ sodium azide (NaN3) ที่ระดับความเขมขนตางๆ
กันตอแอคติวิตี ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                    จากการศึกษาพบวา NaN3 มีผลในการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรี-
ดักเทสแมจะใชในระดับความเขมขนตํ่ า คือ ระดับไมโครโมลาร โดยจากตารางที่ 5 จะเห็นได
วาคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจะลดลงมากกวา 50 เปอรเซ็นตเมื่อมี NaN3

ความเขมขนเพียง 50 ไมโครโมลาร และคาแอคติวิตีจะหมดไปเมื่อมี NaN3 ความเขมขน 200
ไมโครโมลารอยูในสวนประกอบที่ใชวัดแอคติวิตี

ตารางที่ 5   ผลของ sodium azide (NaN3) ท่ีความเขมขนตางๆ กันตอแอคติวิตีของเอนไซม
                  ไนเทรตรีดักเทสโดยคาที่ไดเปนคาเฉลี่ย + SE. จากการวัด 3 ซ้ํ า

ความเขมขนของ NaN3 (µM) Nitrate reductase specific activity
(nmol/min/mg protein)

0 0.516 + 0.002
50 0.205 + 0.004
100 0.052 + 0.001
150 0.020 + 0.002
200 0.000 + 0.000
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3.6.9 ผลการศึกษาผลของ 5/ AMP ที่ระดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตี
          ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                 จากการศึกษาพบวาที่ระดับความเขมขนของ 5’AMP  0 – 2 มลิลิโมลารมีผล
ในการกระตุนแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใหเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอยทั้งในกลุมท่ีมี 
Mg2+ ซ่ึงเปนกลุมท่ีเอนไซมถูกยับยั้งการทํ างานไปบางสวน และกลุมท่ีไมมี Mg2+ซ่ึงเปนกลุม
ท่ีเอนไซมสามารถทํ างานไดตามปกติ จากนั้นเมื่อความเขมขนของ 5’AMP เพิ่มมากขึ้นพบวา
คาแอคติวิตีของทั้งสองกลุมมีคาคอนขางคงที่โดยไมข้ึนกับความเขมขนของ 5’AMP

     รูปที่ 34  ผลของ 5’AMP ตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส เมื่อมี 10 มิลลิโมลาร       
                    MgCl2 ( ) และไมมี MgCl2 ( )ในสวนผสมของแตละ assay
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