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เอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานเฟอเรสมีความจ าเพาะเจาะจงต่อการย่อยน ้าตาลซูโครสที่
ต าแหน่งพนัธะไกลโคซิดกิชนิดเบต้า (2→1) โดยปลดปล่อยน ้าตาลกลูโคส พร้อมกบัย้ายหมู่ 
ฟรุกโตสเพื่อเขา้จบักบัโมเลกุลที่เป็นตวัรบั เอนไซม์ชนิดนี้มศีกัยภาพในการผลติฟรุกโตโอลโิก
แซคคาไรด์ ซึ่งได้รบัความสนใจจากอุตสาหกรรม ปัจจุบนัถึงแม้ว่าเอนไซม์ประเภทนี้ได้รบั
การศึกษาอย่างมาก แต่กลไกการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ยังไม่เป็นที่เข้าใจเด่นชดันัก
โดยเฉพาะข้อมูลระดบัโมเลกุลเกี่ยวกบัการสงัเคราะห์น ้าตาลฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วย
เอนไซม์จากน ้าตาลซูโครส ดงันัน้ในโครงการวจิยันี้  คณะผู้วจิยัจึงได้ประยุกต์ใช้ระเบียบวธิี
ผสมผสานกลศาสตร์ควอนตมัและกลศาสตร์โมเลกุล เพื่อศกึษากระบวนการสลายน ้าตาลและ
กระบวนการยา้ยหมู่ฟรุกโตสของเอนไซมฟ์รุกโตซลิทรานเฟอเรสจากยสีต ์(A. japonicus) โดยมี
น ้าตาลซูโครสท าหน้าที่เป็นตวัให้และตวัรบัระหว่างเกดิปฏกิริิยา ผลการศกึษาพบว่าปฏกิริยิา
ข ัน้ตอนแรกของกระบวนการฟรุกโตซเิลชนัเป็นขัน้ก าหนดอตัรา โดยมคี่าพลงังานกระตุน้เท่ากบั 
15.7 กโิลแคลอรตี่อโมล ทีร่ะดบัการค านวณ SCC-DFTB/CHARMM22 ส าหรบัปฏกิริยิาข ัน้ตอน
ทีส่องนัน้ คณะผูว้จิยัสามารถอธบิายกระบวนการย่อยสลายและกระบวนการย้ายหมู่ฟรุกโตสได้
เป็นครัง้แรก โดยพบว่าทัง้สองกระบวนการเกิดขึ้นแบบแข่งขนักนั โดยมีค่าพลงังานกระตุ้น
ใกล้เคยีงกนั (~10 กโิลแคลอรตี่อโมล) ในแต่ละข ัน้ตอนของปฏกิริยิานัน้ จะพบว่ามโีครงสร้าง 
ทรานซชินัชนิดออกโซคารบ์อเนียมเกดิขึน้ทีน่ ้าตาลฟรุกโตสต าแหน่ง –1 และมรีูปร่างชนิด C4′-
endo ผลการจ าลองพลวตัเิชงิโมเลกุลของโครงสรา้งเชงิซ้อนของน ้าตาลซูโครสกบัเอนไซม์ชนิด
ไม่กลายพนัธุ์ กบัชนิดกลายพนัธุ์ D191A ชี้ให้เหน็ว่า กรดแอสพาร์ตกิล าดบัที่ 191 มหีน้าที่
เกี่ยวขอ้งกบัการคงรูปร่างของน ้าตาลให้เหมาะสมต่อการเร่งปฏกิริิยาของเอนไซม์ นอกจากนี้ 
คณะผูว้จิยัยงัพบรูปแบบอนัตรกริยิาที่ส าคญั คอื Asp119∙∙∙nucleophile∙∙∙1-OH (substrate) ซึ่ง
ใชเ้ป็นตวับ่งชีถ้งึความเป็นไปได้ในการเกดิสารมธัยนัตร์ของปฏกิริยิา โดยสรุปโครงการวจิยันี้
สามารถอธบิายกระบวนการสงัเคราะห์น ้าตาลฟรุกโตโอลโิกแซคคาไรด์ในระดบัโมเลกุลได้เป็น
ครัง้แรก โดยความรูท้ีไ่ดน้ัน้สามารถน าไปประยุกตใ์ชก้บัเอนไซม์ชนิดอื่นๆ ที่สงัเคราะห์น ้าตาล
ชนิดเดยีวกนัได ้   
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Fructosyltransferases (FT) act on sucrose by cleaving the -(2→1) linkage, 
releasing glucose, and then transferring the fructosyl group to an acceptor molecule. 
This enzyme is capable of producing prebiotic fructooligosaccharides (FOS) that are of 
industrial interest. While several FOS-synthesizing enzymes FTs have been 
investigated, their catalytic mechanism is not fully understood yet, especially the 
molecular details of how enzymatically synthesized FOS is obtained from sucrose. In 
this research project, we present a comparative QM/MM investigation on the hydrolysis 
and transfructosylation reactions catalyzed by a yeast FT from A. japonicus using 
sucrose as donor and acceptor molecule. It is shown that the fructosylation of the 
substrate is the rate-determining step of the whole catalytic cycle with an energy barrier 
of 15.7 kcal mol-1 [at SCC-DFTB/CHARMM22], in good agreement with the published 
experimental data. For the defructosylation, both the hydrolysis and transfructosylation 
of the fructosyl-enzyme intermediate were explored and the two reactions seem to be 
competitive with similar energy barriers (~10 kcal mol-1). For all studied reaction steps, 
the oxocarbonium transition state was observed on the fructosyl ring bound in the –1 
position, having a C4′-endo conformation. Based on the SCC-DFTB/MM simulations of 
sucrose complex in wildtype and D191A mutant, Asp191 is shown to be responsible for 
the productive sugar conformation (at subsite –1) required for catalysis. An interaction 
pattern, Asp119∙∙∙nucleophile∙∙∙1-OH (substrate), is proposed to determine the feasibility 
of the formation of the intermediate. This is the first computational study for 
understanding the FOS synthesis process, which can be applicable to other related 
FOS-synthesizing enzymes.     
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