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บทคัดยอ 
         การศึกษาความสัมพันธของโครงสรางและการทํางานของเอนไซมบบีตากลูโคซิเดสในพืชไทยประกอบดวยสองสวน
หลักคือ การศึกษาปฏิกิริยาทรานสกลูโคซิเลชันของเอนไซมแตละชนิดโดยใชอนุพันธุของน้ําตาลจาํพวก 2-deoxy-2-
fluoro-sugar ในการยับย้ังปฏิกิริยาเพื่อใชเตรียมสารตัวกลางกลูโคซิลเอนไซม โดยความจําเพาะตอการโยกยายหมู
น้ําตาลไปยังน้าํตาลตัวรับแอลกอฮอลแตละชนดิสามารถวิเคราะหไดโดยการวัดอัตราเร็วการคืนกลบัของเอนไซมแอกทิวิตี้
หลังจากที่ถกูยับย้ังในรูปสารตัวกลางดังกลาว ผลจากการวิเคราะหทางจลนศาสตรของเอนไซมบงชี้วาบริเวณหมูที่จบักบั
ตัวรับหมูน้ําตาลของเอนไซมจากมนัสําปะหลังมีความเปนไฮโดรโฟบกิเนื่องจากเอนไซมสามารถโยกยายหมูน้ําตาลตวัให
ไปสูหมูรับน้าํตาลที่เปนไฮโดรโฟบิกแอลกอฮอลไดดีซ่ึงใหผลตรงขามกับหมูรับน้าํตาลที่เปนน้ําตาลไฮโดรฟลิก จากการ 
ศึกษาปฏิกิริยาทรานสกลูโคซิเลชันของเอนไซมจากมันสําปะหลังโดยใชบิวทานอลพบวาอัตราเร็วการโยกยายหมูน้ําตาล
เกิดไดดกีับบิวทานอลชนิดปฐมภูมซ่ึิงเร็วกวาชนิดทตุยภูมิและตติยภูมติามลําดบั เมื่อใชเอทานอลและอนพุันธของเอทา
นอลที่มีหมูแทนที่คลอไรดเปนตัวรับน้ําตาลพบวาอตัราการโยกยายหมูน้ําตาลเกดิไดเรว็กับแอลกอฮอลที่มีคา pKa ต่ํา ซ่ึง
สามารถแตกตวัเกิดเปนหมูอลัคอกไซดในการเขาทําปฏิกิริยาไดด ี แสดงใหเห็นวากระบวนการเกิดหมูอัลคอกไซดมี
ความสําคัญเปนหลักในระหวางขั้นตอนการเกิดสถานะทรานซิชันของเอนไซม การศึกษาวิจัยในสวนที่สองศึกษาเกี่ยวกับ
การสังเคราะหเซลโลออลิโกแซ็กคารไรดโดยใชเอนไซมบีตากลูโคซิเดสจากขาวทีก่รดอะมิโนกลูตาเมทตําแหนงที่ 414 
ถูกดัดแปลงเปนกรดอะมิโนไกลซีน ซีรีน และ อะลานีน ผลการทดลองพบวาการดัดแปลงกรดอะมิโนที่ตําแหนงดังกลาว
สามารถทําลายการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมได อยางไรก็ตามการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมยังสามารถกูคืนกลับไดเมื่อใชสาร
ที่เปนนวิคลีโอไฟลประจลุบเขาทาํปฏิกิริยาเปนการพิสูจนวากรดอะมโินกลูตาเมทตําแหนงดังกลาวทําหนาที่เปนตัวเรง
ปฏิกิริยาชนิดนิวคลีโอไฟล นอกจากนี้มิวแตนทเอนไซมแตละชนดิสามารถสังเคราะหออลิโกแซ็กคารไรดสายยาวตางกนั
ไดโดยปฏิกิริยาการโยกยายหมูน้ําตาลเมื่อใชน้าํตาลหมูใหชนิด α-glucosyl fluoride และน้าํตาลหมูรับชนิด  pNP-
cellobioside ผลการศกึษามวิแตนทเอนไซมแตละชนดิพบวาไกลซีนมิวแตนทเรงปฏิกิริยาการโยกยายหมูน้ําตาลไดเร็ว
ที่สุดเร็วกวา ซีรีน และอะลานีนมวิแตนท ถึง 3 เทา และ 19 เทา ตามลาํดับ และใหผลผลิตที่ไมละลายน้ํามากกวา 80 
เปอรเซ็นตทีอ่ัตราสวนน้ําตาลหมูใหตอน้ําตาลหมูรับ 5 ตอ 1 ผลการการวิเคราะหทาง 13C-NMR การเมธิลเลชัน และ 
แมสสเปกโทรสโคป แสดงใหเห็นวา ผลิตผลที่ไมละลายน้ําเปนออลโิกแซ็กคารไรดที่เชื่อมตอดวยพนัธะไกลโคซิดิกชนดิ 
β-(1,4) มีความยาวประมาณ 5 ถึง 11 หนวยของน้ําตาลกลูโคส นอกจากนี้ยังพบวาไกลซีนมิวแตนทมีความชอบน้ําตาล
หมูรับที่เปนออลโิกแซ็กคารไรดสายยาวโดยที่แตละโมเลกุลของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวมีปฏิสัมพันธกับบริเวณหมูจับน้าํตาล
ของเอนไซมอยางนอยสามโมเลกุลในการเกิดปฏิกิริยาการสังเคราะหที่ใหผลผลิต 
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ABSTRACT 
         This study of structure and activity relationships in Thai plant β-glucosidases 
consists of two main parts. The first part concerns studies of the transglucosylation 
reactions of these enzymes using trapped-enzyme intermediates. In this study, β-
glucosidases from Thai rosewood, cassava and rice were inactivated by 2-deoxy-2-
fluoro-sugar analogues to form the covalent glycosyl-enzyme intermediates which 
were used for investigating transglucosylation specificity, by measuring the rate of 
reactivation by various alcohols. Kinetic analysis indicated that the aglycone binding 
site of the cassava enzyme was hydrophobic, since the enzyme bound better to more 
hydrophobic alcohols and showed poor transfer of glucose to hydrophilic sugars. With 
butanol, transglucosylation was faster with the primary alcoholthan with the secondary 
or tertiary forms of the alcohol. Studies with ethanol and chloro-substituted ethanols 
indicated that the rate of transglucosylation was significantly faster with alcohols with 
lower pKa values, where the reactive alkoxide was more readily generated, indicating 
that the formation of the alkoxide species was a major step governing the formation of 
the transition state in the cassava enzyme. The second part covers studies of enzymatic 
synthesis of cello-oligosaccharide by mutated rice (BGlu1) β-glucosidases.  Mutations 
of this enzyme at glutamate residue 414 destroyed the enzyme’s catalytic activity, but 
the enzyme could be rescued in the presence of the anionic nucleophiles, which 
verifies that this residue is the catalytic nucleophile. All three mutants (E414G, E414S 
and E414A) could catalyze the synthesis of mixed length oligosaccharides by 
transglucosylation when α-glucosyl fluoride was used as donor and pNP-cellobioside 
as acceptor. The E414G mutant gave the fastest transglucosylation rate, which was 
approximately 3 and 19 fold faster than E414S and E414A respectively, and gave 
yields of up to 80 % insoluble products with a donor: acceptor ratio of 5:1. 13C-NMR, 
methylation analysis and electrospray ionization mass spectroscopy showed that the 
insoluble products were β-(1,4)-linked oligomers with a degree of polymerization of 5 
to at least 11. The BGlu1 E414G glycosynthase was found to prefer longer chain 
length oligosaccharide acceptors and required acceptors that occupy at least three 
sugar residue binding subsites as acceptor for productive transglucosylation. 
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