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การเพิ่มปฏิกิริยาทรานสไกลโคซิเลชนัของเอนไซมใ์นกลุ่มไกลโคไซด์ ไฮโดรเลส ไม่ไดท้  าให้
ผลิตน ้าตาลโอลิโกแซคคาไรดส์ายยาวไดเ้สมอไป เพราะวา่ผลิตภณัฑ์จากทรานสไกลโคซิเลชนัมกัจะถูก
ย่อยสลายกลายเป็นน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้ น ในคร้ังน้ี เราได้ท าการตรวจสอบถึงกลยุทธ์การ 
กลายพนัธ์ุ เพื่อใหไ้ดน้ ้าตาลโอลิโกแซคคาไรดส์ายยาวดว้ยวิธีของปฏิกิรยาทรานสไกลโคซิเลชนั โดยใช ้
เอนไซม์ไคติเนส เอ ท่ีอยู่ในกลุ่มแฟมิลีไกลโคไซด์ ไฮโดรเลส 18 จากเช้ือ Vibrio harveyi (VhChiA)        
ผลการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาทรานสไกลโคซิเลชันโดยใช้เคร่ือง HPLC หลงัจากท าการบ่ม
น ้าตาลโอลิโกแซคคาไรด ์(GlcNAcn  ) กบัเอนไซมห์ลายตวัท่ีกลายพนัธ์ุ ไดช้ี้ใหเ้ห็นวา่ เอนไซมก์ลายพนัธ์ุ 
W570G (การกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่งกรดอะมิโน Trp570 ไปเป็น Gly) และเอนไซมก์ลายพนัธ์ุ D392N (การ
กลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่งกรดอะมิโน Asp392 ไปเป็น Asn) ช่วยเพิ่มปฏิกิริยาการเกิดทรานสไกลโคซิเลชนั 
แต่ผลิตภณัฑ์ท่ีได ้ไดถู้กยอ่ยสลายต่อเป็นน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้นในทนัที ในทางตรงกนัขา้ม 
ผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาทรานสไกลโคซิเลชนั ท่ีไดรั้บจากเอนไซมก์ลายพนัธ์ุ D313A และ D313N (การ
กลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่งกรดอะมิโน Asp313 ไปเป็น Ala และ Asn ตามล าดบั) ไม่ไดถู้กยอ่ยสลายต่อ ท าให้
เกิดการสะสมของน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์สายยาว โดยขอ้มูลท่ีไดจ้ากเอนไซมไ์คติเนส เอ กลายพนัธ์ุ 
แสดงใหเ้ห็นวา่ การกลายพนัธ์ุของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง Asp313 ซ่ึงเป็นต าแหน่งตรงกลางของ DxDxE 
catalytic motif ไปเป็น Ala และ Asn มีประสิทธิภาพมากท่ีสุดส าหรับการผลิตน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์
สายยาว  
 เอนไซมไ์คติเนส เอ จาก เช้ือ Vibrio harveyi (VhChiA) ท าหนา้ท่ียอ่ยไคตินผา่นกลไกท่ีเรียกวา่ 
substrate assisted-retaining ในการศึกษาคร้ังน้ีมีเป้าหมายเพื่อตรวจสอบถึงผลกระทบของเกลือโซเดียม  
ต่อปฏิกิริยาการย่อยสลายของเอนไซม์ไคติเนส โดยการหาค่า IC50 และ TLC ได้ช้ีให้เห็นว่า โซเดียม        
เอไซด์ มีผลต่อการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ท่ีเป็น wild-type มากท่ีสุด และจากการหาค่าคงท่ีทาง    
จลนพลศาสน์ของกราฟ Michaelis-Menten พบวา่ค่า Km และ kcat ลดลงเม่ือความเขม้ขน้โซเดียม เอไซด์
เพิ่มข้ึน แสดงใหเ้ห็นวา่ โซเดียม เอไซด ์แสดงการยบัย ั้งแบบผสมต่อ pNP-GlcNAc2 โดยการยบัย ั้งน้ีไดถู้ก
ยืนยนัดว้ยกราฟจาก Lineweaver-Burk plots ซ่ึงเป็นกราฟส่วนกลบัระหวา่ง 1/v0 ต่อ 1/[S] ท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ ของโซเดียม เอไซด์ โดยค่า Ki ของ EI complex มีค่าเท่ากบั 1.50+ 0.10 M และ ค่า αKi ของ ESI 
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complex มีค่าเท่ากบั 0.40 + 0.02 M  ซ่ึงค่าท่ีไดแ้สดงให้เห็นวา่ โซเดียม เอไซด์จบักบัเอนไซมใ์นรูป ES 
complex ไดดี้กวา่ในรูปเอนไซมอิ์สระ และขอ้มูลท่ีไดใ้นการศึกคร้ังน้ี สามารถน าเสนอไดว้่า เอไซด ์ 
แอนไออน จะเขา้ไปแยง่โปรตอนจากหมู่คาร์บอกซิลของ Glu315 ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีท าหนา้ท่ีในการ
ให้โปรตอนกบัสับสเตรตเพื่อย่อยสลายพนัธะไกลโคซิดิคเกิดเป็นผลิตภณัฑ์ ดงันั้นเม่ือเอนไซม์ให้
โปรตอนกบั เอไซด ์แอนไออนแลว้ มนัจึงไม่สามารถใหโ้ปรตอนกบัสับสเตรต และเกิดการยอ่ยได ้
 เอนไซม์กลุคแนคเอสจากเช้ือ Vibrio harveyi (VhGlcNAcase)  ซ่ึงจดัอยู่ในกลุ่มไกลโคไซ          
ไฮโดรเลสแฟมิลี 20 (GH-20) ท าหน้าท่ีย่อยสลายน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้ นจากทางด้าน            
non-reducing end ผ่านกลไกท่ีเรียกวา่ substrate-assisted retaining โดยผลการทดลองของผลกระทบของ      
เกลือโซเดียมต่อปฏิกิริยาการย่อยสลายของเอนไซม์กลุคแนคเอส พบว่า โซเดียม เอไซด์ และ          
โซเดียม ไนเตรต แสดงการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมก์ลุคแนคเอสไดดี้ท่ีสุด โดยผลการทดลองน้ีถูก
ยนืยนัดว้ยการหาค่า IC50 และ TLC และจากค่าคงท่ีทางจลนพลศาสน์ของกราฟ Michaelis-Menten พบวา่
ค่า Km เพิ่มข้ึนและ kcat คงท่ี เม่ือความเขม้ขน้โซเดียม เอไซด ์และโซเดียม ไนเตรต เพิ่มข้ึน แสดงให้เห็นวา่ 
โซเดียม เอไซด์ และ โซเดียม ไนเตรต แสดงการยบัย ั้งแบบแข่งขนัต่อ pNP-GlcNAc  โดยการยบัย ั้งน้ีได้
ถูกยืนยนัด้วยกราฟจาก Lineweaver-Burk plots ซ่ึงเป็นกราฟส่วนกลบัระหว่าง 1/v0 ต่อ 1/[S] ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ ของโซเดียม เอไซด์ และโซเดียม ไนเตรต โดยค่า Ki ของ โซเดียม เอไซด์ มีค่าเท่ากบั         
0.20 ± 0.03 M และ ของ โซเดียม ไนเตรต มีค่าเท่ากบั 0.20 ± 0.05 M  
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 Enhancing the transglycosylation activity of glycoside hydrolases does not always 

result in the production of oligosaccharides with longer chains, because the TG products are 

often decomposed into shorter oligosaccharides. Here, we investigated mutation strategies for 

obtaining chitooligosaccharides with longer chains by means of TG reaction catalyzed by 

family GH18 chitinase A from Vibrio harveyi (VhChiA). HPLC analysis of the TG products 

from incubation of chitooligosaccharide substrates (GlcNAcn) with several mutant VhChiAs 

suggested that the mutation W570G (mutation of Trp570 to Gly) and the mutation D392N 

(mutation of Asp392 to Asn) significantly enhanced TG activity, but the TG products were 

immediately hydrolyzed into shorter GlcNAcn. On the other hand, the TG products obtained 

from the mutants D313A and D313N (mutations of Asp313 to Ala and Asn, respectively) 

were not further hydrolyzed, leading to the accumulation of oligosaccharides with longer 

chains. The data obtained from the mutant VhChiAs suggested that mutations of Asp313, the 

middle aspartic acid residue of the DxDxE catalytic motif, to Ala and Asn are most effective 

for obtaining chitooligosaccharides with longer chains.  

 Vibrio harveyi chitinase A (VhChiA) catalyzes chitin degradation through the 

substrate-assisted retaining mechanism. This research aims to investigate the effects of 
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sodium salts on the hydrolytic activities of the chitinase variants. Determination of IC50 and 

TLC suggests that the compound was most active against the wild-type enzyme. Michaelis-

Menten plots yield decreasing Km and kcat upon increasing concentrations of sodium azide, 

providing an idea that sodium azide acts mixed-type inhibition towards pNP-GlcNAc2. 

Lineweaver-Burk plots between 1/v0 versus 1/[S] with different sodium azide concentrations 

also confirm mixed-type inhibition. The value of the Ki of the EI complex was found to be 1.5 

+ 0.1 M and that of αK of the ESI complex to be 0.4 + 0.02 M. The results suggested that 

sodium azide reacted much more efficiently to the ES complex than the free enzyme. Based 

on the data obtained from this study, it has been proposed that the azide anion abstracts the 

proton from the γ-COOH side chain of the catalytic residue Glu315, thereby preventing bond 

cleaving. 

 Family GH20 GlcNAcase from Vibrio harveyi (VhGlcNAcase) sequentially degrades 

chitooligosaccharides from the non-reducing end through the substrate-assisted retaining 

mechanism. The results of the effects of sodium salts on the GlcNAcase activity showed that 

sodium azide and sodium nitrate considerably inhibited the activity of VhGlcNAcase. The 

inhibitory effects of both compounds were also comfirm by IC50 and TLC. Michaelis-Menten 

plots yield increasing Km with fairly steady kcat upon increasing concentrations of sodium 

azide and sodium nitrate, providing an idea that sodium azide and sodium nitrate act 

competitively. Lineweaver-Burk plots between 1/v0 versus 1/[S] with different sodium azide 

and sodium nitrate concentrations also confirm competitive inhibition with the apparent Ki of 

0.2 ± 0.03 M and 0.2 ± 0.05 M, respectively.  
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