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บทคัดยอ 
 

แบคทีเรีย Pseudomonas stutzeri ST-201 แยกไดจากดินในประเทศไทยในการตรวจหาจุลินทรียซึ่งมี
เอนไซมที่สามารถนํามาใชสังเคราะห D-phenylglycine  เมื่อเพาะเล้ียงบนอาหารที่มี D-phenylglycine เทานั้นเปน
แหลงคารบอนและไนโตรเจน แบคทีเรียนี้สรางเอนไซม D-phenylglycine aminotransferase (D-PhgAT) ที่สามารถ
เปล่ียน D-phenylglycine เปน benzoylformate ซึ่งถูกสลายตอไปโดยเอนไซมอื่นๆ ใหเปน common metabolites 
เพ่ือการเจริญของแบคทีเรีย เมื่อทําใหเซลลแตก เอนไซม D-PhgAT ไดถูกแยกใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวย 
แอมโมเนียมซัลเฟท, isocratic phenyl agarose chromatography, LiChrospher TMAE 1000 anion-exchange 
chromatography และ SigmaChrom HIC-Phenyl hydrophobic interaction chromatography ตามลําดับ  D-
PhgAT ที่แยกไดมีความบริสุทธิ์สูงเมื่อวิเคราะหดวย SDS-PAGE  เอนไซม D-PhgAT ในสภาพธรรมชาติ มีน้ําหนัก
โมเลกุลปรากฏ (Mr) ประมาณ 92,000 ซึ่งประกอบดวย 2 หนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 47,500 และมีคา 
isoelectric point (pI) เทากับ 5.0  เอนไซมชนิดนี้เรงปฏิกริยา transamination ที่ผันกลับได ซึ่งจําเพาะสูงเฉพาะกับ 
D-phenylglycine หรือ D-4-hydroxyphenylglycine เทานั้น โดยใชตัวรับหมูอะมิโนที่จําเพาะคือ 2-oxoglutarate ซึ่ง
ถูกเปล่ียนเปน L-glutamic acid  โดยที่ D- และ L-isomers ของ phenylalanine, tyrosine, alanine, valine, 
leucine, isoleucine และ serine ไมสามารถเปนซับสเตรทสําหรับเอนไซมนี้ได  D-PhgAT มีอตัราการทํางานสูงสุด
ที่ pH 9-10 และที่อุณหภูมิ 35-45°ซ  คา KM ของเอนไซมสําหรับ D-phenylglycine และ 2-oxoglutarate ที่อุณหภูมิ 
35°ซ, pH 9.5 คือ 1.1 และ 2.4 มิลลิโมลาร ตามลําดับ  กลไกของปฏิกิริยาเปนแบบ Ping Pong Bi Bi  เอนไซม D-
PhgAT ถูกยับย้ังไดดีดวยตัวยับยั้งของเอนไซมที่มี pyridoxal phosphate เปน co-enzyme โดยทั่วไป 
 การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนสวนปลายสายดาน N และภายในสาย ของโมเลกุล D-PhgAT บริสุทธิ์ 
นําไปสูการโคลน dpgA gene จาก genomic DNA ของ P. stutzeri ST-201  พบ promoter sequence และ 
ribosome binding site ที่ควบคุม dpgA gene ซึ่งมี 1362 นิวคลีโอไทด code สําหรับเอนไซม D-PhgAT ซึ่ง
ประกอบขึ้นดวยกรดอะมิโน 453 ตัว  เมื่อนํา dpgA gene ไปแสดงออกใน Escherichia coli ภายใตการควบคุมของ 
T7 promoter พบวามีการสราง PhgAT ที่ทํางานได และสมบัติเหมือน PhgAT ที่เตรียมจาก P. stutzeri ST-201 ทุก
ประการ 
 D-PhgAT ที่พบในการศึกษานี้เปนเอนไซมใหม ที่ยังไมเคยมีรายงานวามีการทําใหบริสุทธิ์และ มีการศึกษา
คุณสมบัติตางๆมากอน  เอนไซมนี้นาสนใจทั้งดาน วิทยาศาสตรและ ดานอุตสาหกรรม เนื่องจากเหตุผล 2 ประการ 
คือ ประการแรก เอนไซมนี้มีคุณสมบัติพิเศษคือ “sterio-inverting” transamination activity ซึ่งไมมใีนกลุม 
aminotransferases เทาที่ทราบในปจจุบัน  ประการที่สอง D-PhgAT เปนเอนไซมตัวใหมที่สามารถนําไปใชในการ
สังเคราะห enantiomerically pure D-phenylglycine หรือ D-4-hydroxyphenylglycine โดยใชสารใหหมูอะมิโนราคา
ถูก คือ L-glutamate และ สามารถกระทําไดโดยใชปฏิกริยาเอนไซมในขั้นตอนเดียว ซึ่งสาร D-phenylglycine และ 
D-4-hydroxyphenylglycine เปน side-chains ที่มีความตองการสูงในอุตสาหกรรมผลิตยาปฏิชีวนะกลุม β-lactam  
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