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บทคัดย่อ 
 
 เอนไซม์ phytase มีคณุสมบตัใินการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิซึง่มีความจําเพาะตอ่สบัส
เทรต phytic acid (myo-inositol -1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate; IP6) หรือเกลือของ phytate 
ทําให้ได้ผลติภณัฑ์โมเลกลุ phytic acid ท่ีมีหมูฟ่อสเฟต 1 ถึง 5 กลุม่ และ สาร  inorganic 
phosphates ปัจจบุนัได้มีการนําเอนไซม์ phytase มาผสมลงในอาหารสตัว์กระเพาะเด่ียว เช่น 
สกุรและไก่ ซึง่ในระบบยอ่ยอาหารจะไมมี่เอนไซม์ phytase ทําให้สตัว์กระเพาะเด่ียวสามารถนําแร่
ธาตฟุอสฟอรัส จากสาร inorganic phosphates ท่ีได้จากการยอ่ยด้วยเอนไซม์ phytase มาใช้ใน
การเจริญเตบิโตได้อยา่งมีประสทิธิภาพ   จากงานวิจยัก่อนหน้านีไ้ด้ทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิ
โน Glutamine ตําแหน่งท่ี 27 ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา Aspergillus fumigatus เป็น
กรดอะมิโนชนิดอ่ืน  ด้วยเทคนิค site-directed mutagenesis พบวา่กรดอะมโิน Glutamine 
ตําแหนง่ท่ี 27  มีความสําคญัตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ ความจําเพาะตอ่คา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การ
ทํางานของเอนไซม์ และ ความหลากหลายตอ่สบัสเทรต  จากการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโน 
(amino acid sequence alignment) ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. fumigatus กบั A. 
niger TR170  phytase  (PhyA 170)  พบวา่กรดอะมโิน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 27 ของ phytase 
จากเชือ้รา A. fumigatus ตรงกบั กรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 50 ของเอนไซม์ phytase 
จากเชือ้รา A. niger TR170 และเม่ือทําการสร้างโครงสร้างจําลองสามมิตขิองเอนไซม์ phytase 
จากเชือ้รา A. niger TR170 (PhyA170) โดยอาศยัโครงสร้างสามมติขิองเอนไซม์ phytase จาก
เชือ้รา A. niger  NRRL 3135 ท่ี  2.5 Å เป็นต้นแบบ พบวา่กรดอะมโิน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 
อยูใ่นบริเวณ  active site ของเอนไซม์  เพ่ือศกึษาความสําคญัของกรดอะมิโนตําแหน่งนี ้ จงึทํา
การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 50  ด้วยเทคนิค site-directed mutagenesis 
พบวา่โปรตีนกลายทกุชนิดถกูผลติเป็นรีคอมบแินนท์โปรตีนซึง่มีขนาดประมาณ 66 kDa ในยีสต์ 
Pichia pastoris   และพบวา่โปรตีนกลายทกุชนิดยงัคงคณุสมบตักิารทนตอ่ความร้อนและสภาวะ
ความเป็นกรด-เบสในช่วงกว้างได้เช่นเดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิ โปรตีนกลาย Q50A Q50I Q50N 
Q50P Q50T Q50V และ Q50S มีคา่อณุหภมูิ และ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานท่ี 50 องศา
เซลเซียส และ 5.5 ตามลําดบั เหมือนกบัโปรตีนดัง้เดมิ แตโ่ปรตีนกลาย Q50G และ Q50L จะมีคา่ 
pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานอยูท่ี่ 4.5  โดยโปรตีนกลาย Q50P มีคา่ specific activity สงูกวา่
โปรตีนกลายชนิดอ่ืนๆ และสงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิเกือบ 2 เท่า และ  มีคา่ Km  Vmax และ  kcat สงูกวา่
โปรตีนดัง้เดมิ แสดงให้เห็นวา่โปรตีนกลาย Q50P มีอตัราการเร่งปฏิกิริยาท่ีดีกวา่โปรตีนดัง้เดมิ แต่
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มีความเสถียรในการจบักบัสบัสเทรต phytic acid น้อยกวา่โปรตีนดัง้เดมิ และจากการสร้าง 
แบบจําลองการจบักนัระหวา่งสบัสเทรต phytic acid กบั เอนไซม์ phytase พบวา่ โปรตีนกลาย 
Q50L ท่ีมีการแทนท่ีด้วยกรดอะมิโน Glutamine ด้วย Leucine ซึง่มีหมูข้่างท่ียาวกวา่โปรตีน
ดัง้เดมิ และอยูใ่นตําแหนง่ท่ีมีผลรบกวนการจบักนัของเอนไซม์กบัสบัสเทรต phytic acid ในขณะท่ี
กรดอะมิโน Proline ในโปรตีนกลาย Q50P  ซึง่มีหมูข้่างขนาดใกล้เคียงและไมมี่ขัว้เช่นเดียวกบั
กรดอะมิโน Glutamine  ในโปรตีนดัง้เดมิ ซึง่จะสง่ผลรบกวนตอ่การจบักบัสบัสเทรต phytic acid  
น้อยกวา่  และจากคา่ kcat  ของโปรตีนกลาย Q50P ท่ีสงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิ อาจเป็นผลจากการท่ี
กรดอะมิโนหลกัในการเร่งปฏิกิริยา ได้แก่ R85 และ D362  ของโปรตีนกลาย Q50P  มีระยะหา่ง
ระหวา่งอะตอมออกซเิจนของหมูฟ่อสเฟตเป้าหมายน้อยกวา่โปรตีนดัง้เดมิ ทําให้มีการปลดปลอ่ย
หมูฟ่อสเฟตเป้าหมายได้เร็วกวา่โปรตีนดัง้เดมิ ดงันัน้จากผลการทดลองทัง้หมดสามารถสรุปได้วา่ 
กรดอะมิโน Glutamine ท่ี 50 ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170  (PhyA170) 
น่าจะมีความสําคญัในการสง่เสริมการเข้าถึงสบัสเทรต phytic acid เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการทําลาย
พนัธะเพ่ือปลดปลอ่ยหมูฟ่อสเฟตซึง่เป็นผลติภณัฑ์ออกจาก active site ของเอนไซม์  
 


