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In this research, the study of pH-dependent effect was used to elucidate insight into enzyme mechanisms 

of two different enzyme systems. For the first enzyme system, bacterial luciferase (Lux), the effects of pH 

on protonation status of reactive flavin-oxygen adduct called C4a-(hydro)peroxyflavin intermediate was 

investigated. When the intermediate spectra were monitored in WT enzyme, the intermediate with λmax 

385 nm was detected at low pH (pH 6.5) and this was shifted to shorter wavelength (λmax 375 nm) at high 

pH (pH 10.5). The results suggested that an intermediate with longer λmax (385 nm) may represent the 

protonated form of C4a-hydroperoxyflavin and shorter λmax (375 nm) may represent deprotonated form of 

C4a-peroxyflavin. When the same experiment was carried out in His44Ala and His44Asp mutants, only 

intermediate with λmax 385 nm was observed throughout pH 6.5-10.5. This indicated the crucial function of 

His44 residue in controlling the intermediate protonation status in Lux reaction. The second system is 

succinic semialdehyde dehydrogenase from Acinetobacter baumannii (AbSSADH) that catalyzes the 

oxidation of succinic semialdehyde to produce succinic acid and NADPH. The enzyme has two conserved 

cysteines (Cys289 and Cys291) in active site. Burst kinetics of NADPH production revealed by stopped-

flow experiments has suggested that the rate-limiting steps of enzymes reaction is associated with steps 

that occur after the hydride transfer. The site-directed mutagenesis studies demonstrated that Cys289 is 

the catalytic cysteine. As the magnitude of burst kinetics represents the amount of NADPH formed during 

the first, pKa of the Cys289 was calculated from a plot of the burst magnitude versus pH as 7.4±0.2 which 

is comparable to the pKa obtained from the pH-rate profile of 7.5±0.1. The Cys289 pKa was also 

measured based on the ability of AbSSADH to form NADP-cysteine adduct which can be detected by the 

increase of absorbance at ~330 nm as 7.9±0.2. Based on three methods of pKa measurements, the pKa 

value of Cys289 is 7.4-7.9, indicating that AbSSADH enhances nucleophilicity of the active site cysteine by 

lowering its pKa by 0.6-1 unit. 
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ในงานวิจัยน้ีไดใชผลของ pH ตอปฏิกิริยาเอนไซม มาใชศึกษากลไลการเกิดปฏิกิริยาของรีดอกซเอนไซมท่ี

แตกตางกัน 2 ชนิด โดยเอนไซมชนิดแรกท่ีศึกษา คือ เอนไซมลูซิเฟอเรสจากจากแบคทีเรีย หรือ Lux โดยได

ศึกษาการเกิดสารตัวกลาง C4a-(hydro)peroxyflavin ท่ีสําคัญของปฏิกิริยา น pH ตางๆ จากการศึกษา

สเปกตรัมของสารตวักลาง C4a-(hydro)peroxyflavin ที pH ตางกันพบวา เม่ือทําปฏิกิริยาท่ี pH 6.5 

สเปกตรัมของสารตวักลางมีคา λmax 385 นาโนเมตร ในขณะท่ีพบสเปกตรัมของสารตัวกลางท่ีมีคา λmax 

375 นาโนเมตร ในภาวะท่ี pH สูง (pH 10.5) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารตัวกลาง C4a-(hydro)peroxyflavin มีการ

เปล่ียนแปลงโปรโตเนช่ัน โดยสารตัวกลางมีคา λmax 385 นาโนเมตร นาจะอยูในรูป protonated ในขณะสาร

ตัวกลางท่ีมีคา λmax 375 นาโนเมตร นาจะสัมพันธกับสารตัวกลางในรูป deprotonated นอกจากน้ีงานวิจัยยัง

พบกรดอะมิโนท่ีสําคัญ ท่ีมีบทบาทสําคัญในการควบคุมโปรโตเนช่ันสารตัวกลาง C4a-(hydro)peroxyflavin 

ซ่ึงสําคัญตอคา quantum yield หรือแสงท่ีเปลงออกมาจากปฏิกิริยาของ Lux ซ่ึงไดแกกรดอะมิโนฮิสติดิน 

ตําแหนงท่ี 44 การคนพบน้ีทําใหเราเขาใจบทบาทของกรดอะมิโนใน active site ของ Lux ท่ีจะมีประโยชนใน

การปรับปรุงการเปลงแสงของปฏิกิรยิาได สําหรับปฏิกิริยาเอนไซมท่ีสอง คือ เอนไซมซัคซินิก เซมิเอลดีไฮด 

ดีไฮโดรจีเนส (SSADH) ท่ีเรงปฏิกิรยิาการเปล่ียนสารซัคซินิก เซมิเอลดีไฮด เปนกรดซัคซินิก การคนพบ 

burst kinetics ในการเกิดผลิตภัณฑ NADPH ทําใหทราบวา rate limiting step ของปฏิกิริยาเอนไซมน้ี

เก่ียวของกับขั้นตอนหลังจากการสรางผลิตภัณฑ NADPH จากการวิเคราะหบทบาทของกรดอะมิโน Cys289 

และ Cys291 ใน active site ของเอนไซม SSADH ทําใหทราบวากรดอะมิโน Cys28 มีบทบาทในการเรง

ปฏิกิริยา นอกจากน้ียังไดพัฒนาวิธีใหมการติดตาม pKa ของกรดอะมิโน Cys289 โดยใช burst kinetics และ 

การเกิด NADP-cysteine adduct  ทําใหทราบคา pKa ของกรดอะมิโน Cys289 ในกลุมเอนไซม SSADH เปน

ครั้งแรก ซ่ึงมีคาเทากับ 7.4±0.2 คาท่ีไดแสดงใหเห็นวา active site ของเอนไซม SSADH มีบทบาทสําคัญใน

การชวยเพิ่ม nucleophilicity ของกรดอะมิโน Cys289 ทําใหเอนไซมสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ

มากขึ้น 

 

คําหลัก : การศึกษาผลของ pH กลไกการเกดิปฏิกิริยาเอนไซม เอนไซมลูซิเฟอเรสจาก

แบคทีเรีย และ เอนไซมซกัซินกิดีไฮโดรจีเนส 
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