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 โครงการวจิยันี้มจีุดประสงค์เพื่อศกึษากลไกการเกดิปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิของการย่อย
สลายคาร์โบไฮเดรต การปรบัเปลี่ยนโครงสร้างของน ้ าตาล และบทบาทของกรดอะมิโนที่
เกี่ยวขอ้งระหว่างเกดิปฏกิริยิาเคมใีนเอนไซมไ์คติเนสบี (ChiB) โดยการประยุกต์ใช้ระเบยีบ
วธิจี าลองทางคอมพวิเตอร์ทีผ่สมผสานทฤษฎกีลศาสตรค์วอนตมัสมยัใหม่และทฤษฎกีลศาสตร์
โมเลกุลดัง่เดมิ (SCC-DFTB/CHARMM22) และทฤษฎีฟงัก์ชนัความหนาแน่น ผลการศึกษา
พฤตกิรรมของโครงสรา้งบรเิวณยดึเกาะของซบัสเตรตคอืโมเลกุลน ้าตาล N-acetylglucosamine 
(NAG) กบัเอนไซม ์ChiB พบว่าวธิ ีSCC-DFTB สามารถท านายโครงสรา้งสภาวะตัง้ต้น (ES) 
ได้สอดคล้องกบัผลการทดลอง ผลการค านวณพลงังานอสิระของปฏกิิรยิาพบว่าปฏกิิรยิาม ี2 
ขัน้ตอน และขัน้แรกของปฏกิริยิาเป็นขัน้ก าหนดอตัรา มคี่าพลงังานอสิระของการกระตุ้น ( free-
energy of activation) เท่ากบั 20.5 kcal/mol สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในหอ้งปฏบิตักิาร(~16 
kcal/mol) ในระหว่างเกดิปฏกิริยิาพบโครงสรา้งของน ้าตาลต าแหน่ง -1 มกีารเปลีย่นรปูร่าง คอื 
boat (1,4B) ↔ half-chair (4H5) ↔ chair (4C1) นอกจากนี้ยงัพบว่ากรดอะมโินบนต าแหน่งยดึ
จบักบัน ้าตาล NAG มผีลต่อประสทิธภิาพการย่อยสลายคารโ์บไฮเดรต โดยเฉพาะ Asp142 และ 
Tyr214 นอกจากน้ี วธิกีารศกึษาดว้ยทฤษฎฟีงัก์ชนัความหนาแน่น ยงัสามารถน าไปประยุกต์ใช้
เพื่อศกึษาการปรบัเปลีย่นโครงสรา้งของวงเอสเตอรใ์นปฏกิริยิาการสงัเคราะหพ์อลเิมอร ์
 
ค าหลกั : ไคตเินสบ;ี  ปฏกิริยิาเคมขีองเอนไซม;์  วธิกีารจ าลองทีผ่สมผสานกลศาสตรค์วอนตมั
และกลศาสตรโ์มเลกุล; SCC-DFTB; เอนไซมไ์กลโคสเิดส;  
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 The aim of this research project is to study the hydrolytic mechanism of chito-
oligosaccharide substrate and its ring conformation during catalysis of Serratia 
marcescens chitinase B (ChiB) as well as to probe the roles of conserved residues in 
the ChiB active site by using combined quantum mechanics/molecular mechanics (SCC-
DFTB/CHARMM22) simulations and density functional theory. The SCC-DFTB 
calculations could reproduce the geometries of enzyme-substrate complex determined 
by X-ray crystallography. Calculated free-energy profiles for the reaction suggested a 
two-step mechanism in which the first glycosylation step is the rate-determining step 
with an activation barrier of 20.5 kcal/mol, in a reasonable agreement with the 16.1 
kcal/mol barrier derived from the experiment. The pyranosyl substrate (bound in 
subsite -1) was found to undergo a boat (1,4B) ↔ half-chair (4H5) ↔ chair (4C1) 
conformational change along the reaction path. A variety of conserved residues in the 
ChiB active site were involved in catalysis and Asp142 and Tyr214 were found to play 
key roles for catalytic efficiency. In addition, the DFT-based protocol can also be applied 
to study the conformation of cyclic esters during the ring-opening polymerization.    
 
Keywords : chitinase B;  enzyme mechanism ; QM/MM; SCC-DFTB; glycoside 
hydrolase; ring conformation 
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